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Resumen

Introduccién: El tamoxifeno (TAM) es un farmaco ampliamente utilizado como
adyuvante en el cancer de mama con receptor de estrégenos positivo. Sin embargo,
ha mostrado tener gran variabilidad interindividual en la farmacocinética lo que podria
impactar en la respuesta farmacoldgica.

Objetivo: Caracterizar el comportamiento farmacocinético del TAM en pacientes
mexicanas con diagnostico de cancer de mama mediante el desarrollo de un modelo
poblacional de efectos mixtos para este farmaco y su metabolito activo endoxifeno
(END) con base a las -caracteristicas antropométricas, clinicas, genéticas,
fisiopatoldgicas y de comedicacion de cada paciente.

Metodologia: Se incluyeron 67 pacientes con un esquema de dosificacion de 20
mg/dia de TAM. Se determinaron las concentraciones plasmaticas de TAM y END
mediante método de cromatografia de liquidos acoplada a masas (UPLC/MS-MS)
previamente validado. Ademas, se evaluaron la influencia de factores antropométricos,
clinicos y genéticos. El analisis farmacocinético poblacional se realiz6 empleando el
software de modelado no lineal de efectos mixtos NONMEM empleando la subrutina
ADVAN13.

Resultados: En el modelo estructural, las concentraciones de TAM y END se ajustaron
a un modelo bicompartimental con absorcién y eliminacién de primer orden. En el
modelo final el peso corporal tuvo un efecto significativo sobre el aclaramiento de TAM
y la presencia del polimorfismo CYP2D6*4 influy6 en el aclaramiento de END.

Conclusiones: Se identificd que el peso corporal influye en el aclaramiento de TAM y
el alelo CYP2D6*4 en el de END. Estos hallazgos podrian aportar a la personalizaciéon
del tratamiento, aunque se requieren mas estudios para confirmar las asociaciones
observadas.

Palabras clave: Tamoxifeno, Endoxifeno, Cancer de mama, peso corporal, CYP2D6.
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Abstract

Introduction: Tamoxifen (TAM) is a widely used adjuvant drug for estrogen receptor-
positive breast cancer. However, it has been shown to exhibit significant interindividual
variability in pharmacokinetics, which could impact pharmacological response.

Objective: To characterize the pharmacokinetic behavior of TAM in Mexican patients
diagnosed with breast cancer by developing a population-based mixed-effects model
for this drug and its active metabolite, endoxifen (END), based on the anthropometric,
clinical, genetic, pathophysiological, and co-medication characteristics of each patient.

Methodology: Sixty-seven patients were included on a 20 mg/day dosing regimen of
TAM. Plasma concentrations of TAM and END were determined using a previously
validated UPLC/MS-MS method. In addition, the influence of anthropometric, clinical,
and genetic factors was evaluated. Population pharmacokinetic analysis was
performed using the nonlinear mixed-effects modeling software NONMEM using the
ADVAN13 subroutine.

Results: In the structural model, TAM and END concentrations were fitted to a two-
compartment model with first-order absorption and elimination. In the final model, body
weight had a significant effect on TAM clearance, and the presence of the CYP2D6*4
polymorphism influenced END clearance.

Conclusions: Body weight was identified as influencing TAM clearance, and the
CYP2D6*4 allele was found to influence END clearance. These findings could
contribute to personalized treatment, although further studies are required to confirm
the observed associations.

Keywords: Tamoxifen, Endoxifen, Breast cancer, body weight, CYP2D6.
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Farmacocinética y farmacogenética de tamoxifeno en pacientes con cancer de
mama.

1. Introduccién
El tamoxifeno (TAM), modulador selectivo del receptor de estrogenos (SERM), es
un farmaco fundamental en el manejo del cancer de mama con receptores de
estrégenos positivos (RE+). A pesar de su eficacia demostrada en la reduccion de
la recurrencia tumoral, la respuesta al tratamiento es heterogénea entre pacientes,
sugiriendo una influencia significativa de factores farmacocinéticos vy
farmacogenéticos en la eficacia clinica (Klein et al., 2013). Esta variabilidad en la
respuesta conlleva a la necesidad de comprender los factores que modulan la
exposicion al TAM y su metabolito activo endoxifeno (END), el cual es el principal

responsable de su actividad antitumoral.

Este trabajo tuvo como finalidad determinar las concentraciones plasmaticas de
TAM vy sus principales metabolitos en mujeres con cancer de mama y evaluar la
relacion de dichas concentraciones con sus caracteristicas genéticas,
demograficas, antropométricas, bioquimicas y clinicas. Asimismo, se desarrollé y
validé un modelo de farmacocinética poblacional con el fin de determinar las
variables que influyen en el comportamiento cinético de TAM y END, asi como
evaluar la variabilidad interindividual en la exposicion a TAM en pacientes

mexicanas con cancer de mama.

2. Antecedentes
Los estudios de farmacocinética del TAM en pacientes con cancer de mama han
revelado un perfil complejo y variable entre individuos. TAM es un farmaco de
accion presistémica que requiere metabolizacion hepatica para convertirse en sus
metabolitos 4-Hidroxitamoxifeno (4HT), N-desmetiltamoxifeno (NDT) y END, siendo

este ultimo el responsable de su mayor actividad antiestrogénica.



La absorcion del TAM tras la administracion oral es generalmente buena, aunque
variable entre pacientes. Diversos factores como la formulacién del medicamento,
la ingesta de ciertos alimentos y la genética individual pueden influir en su
biodisponibilidad (Suneela et al., 2024; Vries et al., 2015; Dilli et al., 2023). Una vez
absorbido, el TAM se distribuye ampliamente por el organismo, presentando un alto
volumen de distribucion (50-60 L/kg), el cual da idea de su amplia penetracién en
tejidos y una elevada union a proteinas plasmaticas (95%) (Morello et al., 2003). Sin
embargo, su actividad antitumoral no se debe al TAM por si mismo, sino en sus

metabolitos activos.

La excrecion del TAM y sus metabolitos se realiza principalmente a través de las
heces y la orina, con una vida media relativamente larga (7-14 horas) que permite
una administracién diaria (Sanchez et al., 2019). Sin embargo, la duracion de la
exposicion a los metabolitos activos también varia en funcién del metabolismo

individual, lo cual influye en la duracion de la respuesta terapéutica.

El metabolismo del TAM es un proceso complejo; se metaboliza principalmente por
dos rutas: la N-desmetilacion y la 4-hidroxilacion. La primera, constituye
aproximadamente el 92% del metabolismo total de TAM, y es mediada primero por
la enzima CYP3A4/5, la cual transforma el TAM en NDT, para que posteriormente,
el NDT se transforme en END por accion de la enzima CYP2D6. Por otra parte, la
ruta de la 4-hidroxilacién solo representa alrededor del 7% del metabolismo del
TAM. En ella el TAM se transforma en 4HT mediante la enzima CYP2D6,
subsecuentemente, la enzima CYP3A4 reduce el 4HT a END (Figura 1) (Vries et
al., 2015). EI 4HT y el END presentan hasta 100 veces mas efecto antiestrogénico
que el TAM. Cabe resaltar que, el END es el metabolito al cual se le atribuye el
efecto farmacologico del TAM, ya que se encuentra en concentraciones plasmaticas
de 5 a 10 veces mas altas en comparacion con el 4HT(Klein et al., 2013) (Klein et
al., 2013).
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Figura 1. Representacion grafica del metabolismo principal del tamoxifeno. Las
enzimas se representan en color verde y el farmaco y sus metabolitos en color

azul.

La enzima hepatica CYP2D6 presenta una considerable variabilidad genética entre
individuos, lo que influye directamente en la formacion de sus metabolitos activos,
el 4HT y el END. El gen que codifica la CYP2D6 es altamente polimorfico y, segun
los alelos presentes, la actividad enzimatica de la proteina resultante puede
clasificarse como normal (p. €j., * 1, * 2, * 33), reducida (p. €j., * 9, * 10, * 17, * 29),
ausente (por ejemplo, * 3, * 4, * 5, * 6, * 40) o aumentada (multiplicacion de alelos
completamente funcionales como * 1XN y * 2XN). En funcién de esta variabilidad
genética, los individuos se categorizan en cuatro fenotipos metabolizadores:
metabolizadores lentos (ML), metabolizadores intermedios (MI), metabolizadores
rapidos (MR) y metabolizadores ultrarrapidos (MU) (Lim et al., 2007) (Vries et al.,
2015) (Binkhorst et al., 2015).

Los pacientes que portan polimorfismos genéticos en el CYP2D6 pueden presentar
niveles plasmaticos variables de metabolitos activos, lo que afecta su respuesta
terapéutica (Brauch et al., 2008). Por ejemplo, los ML presentan bajos niveles

plasmaticos de los metabolitos, lo que puede comprometer la eficacia del



tratamiento. Por el contrario, los MU pueden generar niveles elevados de

metabolitos, que pueden incrementar el riesgo de posibles efectos secundarios.

La prevalencia de polimorfismos genéticos que modifican la funcién de la enzima
CYP2D6 varia entre poblaciones. Alrededor del 26% de los europeos presentan un
alelo correspondiente a ML, siendo CYP2D6*4 el mas comun. En contraste, la
frecuencia de alelos ML en poblaciones asiaticas es inferior al 1 %. Por otro lado, el
alelo CYP2D6*10 esta presente en aproximadamente el 50% de la poblacion
asiatica, mientras que en europeos su frecuencia es menor al 2%. (Binkhorst et al.,
2015; Bradford et al., 2002; Sanchez et al., 2019)

La frecuencia de ML en poblacion mestiza mexicana es del 10% (Lépez et al., 2005),
valor similar al observado en espafioles caucasicos (6.6 a 10%) pero superior a lo
reportado en otras poblaciones de América Latina (Mendoza et al., 2001). En la
poblacién mexicoamericana la presencia de ML se estima en 3.2%. (Mendoza et al.,
2001).

En cuanto a la enzima CYP3AS5, Jin et al., (2005) reportaron que los pacientes
homocigotos para el alelo * 3 mostraban una tendencia a tener concentraciones de
END mas bajas que los individuos homocigotos o heterocigotos para el alelo * 1,

aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Mas alla del CYP2D6 y de CYP3AD5, otros factores demograficos y clinicos se han
asociado con la variabilidad en la exposicion al TAM. La edad, el peso corporal, la
funcion hepatica y renal, asi como la coexistencia de otras enfermedades o el uso
concomitante de medicamentos, pueden influir en la farmacocinética del TAM (Lien
etal., 2013; Sheth et al., 2003; Dilli et al., 2023). Aunque algunos estudios muestran
que los aspectos genéticos y demograficos influyen en la farmacocinética de TAM,
no ha sido posible explicar gran parte de la variabilidad interindividual en las
concentraciones de END (Braal et al., 2022; Woo et al., 2017; de Vries et al., 2018).
Esto es importante debido a que no se han establecido niveles terapéuticos para
TAM, sin embargo, se ha reportado que pacientes que presentan concentraciones



de END menores a 5.9 ng/mL tienen un riesgo 30% mayor de recaidas (Ruddy et
al., 2013; Sanchez et al, 2020). Por esta razon, se ha planteado que es importante
monitorear las concentraciones de END durante el tratamiento con TAM (Braal et
al., 2022; Buijs et al., 2023)

En este contexto, los estudios de farmacocinética poblacional han sido esenciales
en la identificacion de los factores que influyen en la variabilidad de la exposicion al
TAM y sus metabolitos (Dilli et al., 2023). Entre estos factores se encuentran la
edad, el peso corporal, el fenotipo CYP2D6 y la comedicacion (inhibidores del
CYP2D6 e inhibidores selectivos de la recaptacidon de serotonina), entre otros. Esta
metodologia permite la construccion de modelos que describen la variabilidad
interindividual en la absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion (ADME) del
TAM y sus metabolitos con lo cual es posible predecir con mayor precision la

exposicion al farmaco en diferentes subgrupos de pacientes.

3. Justificacion.
La falta de estudios de farmacocinética del TAM en México, sumada a la evidencia
de una notable variabilidad inter e intraindividual en su farmacocinética, resalta la
necesidad de desarrollar un estudio de farmacocinética para este farmaco en
poblacibn mexicana. EI TAM presenta diferencias significativas en su
comportamiento cinético entre individuos, lo que puede influir en su eficacia en el

tratamiento del cancer de mama.

Si bien existen estudios internacionales que han descrito la variabilidad en la
farmacocinética del TAM (Dilli et al., 2023), la aplicacion directa de estos resultados
a la poblacion mexicana presenta limitaciones debido a las diferencias genéticas,
ambientales y socioecondmicas. Un estudio farmacocinético especifico en mujeres
mexicanas permitira una mejor comprension de la variabilidad individual en la

exposicion al farmaco y sus metabolitos activos, con lo cual se podra optimizar el



tratamiento del cancer de mama en México, mejorando la calidad de vida de las

pacientes y la eficiencia del sistema de salud.

4. Hipétesis

El desarrollo de un modelo poblacional de TAM y END en pacientes con cancer de

mama permitira identificar los factores antropométricos, clinicos, genéticos y de

comedicacion que influyen en el comportamiento farmacocinético de este SERM.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Caracterizar el comportamiento farmacocinético del TAM en pacientes mexicanas

con diagnodstico de cancer de mama mediante el desarrollo de un modelo

poblacional de efectos mixtos para este farmaco y su metabolito activo END con

base a las caracteristicas antropométricas, clinicas, genéticas, fisiopatoldgicas y

de comedicacion de cada paciente, utilizando el programa farmacoestadistico
NONMEM.

5.2. Objetivos especificos

Desarrollar y validar un método analitico de cromatografia de liquidos de
ultra resolucién acoplada a espectrometria de masas en tandem (UPLC-
MS/MS) para cuantificar TAM y sus metabolitos endoxifeno (END), 4-
Hidroxitamoxifeno (4HT) y N-desmetiltamoxifeno (NDT).

Implementar la metodologia para la determinacion de los polimorfismos
CYP2D6%*4, *6,y *17, CYP3A4*22 y CYP3A5*3 con fines de aplicacion en el
estudio farmacogenético en pacientes con cancer de mama en tratamiento
con TAM.

Evaluar la posible correlacion entre las variables antropométricas,
bioquimicas, clinicas, genéticas y de comedicacion, con las concentraciones

plasmaticas del TAM y sus metabolitos.



e Desarrollar el modelo farmacocinético poblacional para TAM y END que
cuantifique la influencia de variables antropométricas, clinicas, genéticas y
de comedicacion en su comportamiento cinético en pacientes mexicanas

con diagnostico de cancer de mama.

e Realizar la validacién interna del modelo farmacocinético poblacional

mediante la técnica de “Bootstrap”.

6. Material y métodos

6.1. Lugar de realizacion y poblacién de estudio

Este estudio se realizé en el periodo de junio 2018 a julio 2022 en el Departamento
de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”
(HCIMP) de San Luis Potosi y en el Laboratorio de Farmacia de la Facultad de
Ciencias Quimicas (FCQ) de la UASLP. El protocolo de investigacion fue aprobado
por el Comité de Investigacion y por el Comité de Etica en Investigacion del HCIMP
(No. registro: 23-18) y bajo la autorizacién del Comité de Etica en Investigacién y
Docencia de la FCQ (CEID) (No. registro: CEID2018-04S).

La seleccion de las participantes de este estudio se realiz6 mediante muestreo no
probabilistico consecutivo. Se incluyeron pacientes con diagnéstico de cancer de
mama (edad 218 afos) bajo tratamiento con una dosis diaria de 20 mg de TAM
durante al menos durante 3 meses. Previamente a la toma de la muestra
sanguinea, cada paciente firmé el consentimiento informado. La informacién
clinica, fisiopatologica y de comedicacion de cada paciente fue obtenida a partir de

su expediente clinico.

6.2. Implementacioén y validacion del método analitico para determinar TAM y
sus metabolitos.

Se implementé un método analitico en Cromatografia de Liquidos de Ultra Alta
Resolucién acoplado a un detector de masas de acuerdo con el procedimiento
descrito por Kiyotani et al. (2012). Los estandares farmacéuticos de TAM, NDT,



4HT, END fueron de la marca Sigma-Aldrich®. El estandar interno (E.lI) empleado
fue Piroxicam (Sigma-Aldrich®).

El analisis cromatografico se llevé a cabo en un sistema ACQUITY UPLC Clase H
acoplado a un detector masas XEVO TQD. La separacion cromatografica se realizo
en una columna Acquity UPLC BEH C18 (100 x 2.1 mm de diametro interno y
tamano de particula de 1.7 ym, Waters, Co.). La temperatura de la columna se
mantuvo a 40°C y la del automuestreador de 10°C. La fase movil consistié en una
solucién de acetonitrilo (A) y formato de amonio 10mM en acido férmico al 0.1%,
pH=3.2 (B) en una proporcidn de 65:35, respectivamente. La velocidad de flujo fue
de 0.25 mL/min.

Los analitos ingresaron al médulo de masas (MS) por ionizacion en electrospray en
modo ion positivo (ES+). Las condiciones del método MS fueron las siguientes:
Voltaje de capilar 0.5 kV; voltaje del cono 40 V; energia de colisién para TAM 24
V, para NDT 22 V, para 4HT 26, para END 22 V, Piroxicam 20 V; temperatura de
la fuente 150°C; temperatura de desolvatacion 500°C; flujo del gas de
desolvatacion 1000 L/h. Las transiciones seleccionadas para la identificacion y
cuantificacion de los compuestos de interés fueron: TAM m/z 372.24 — 71.93; 4HT
m/z 388.22 — 71.92; NDMTam m/z 358.22 — 57.90; END m/z 374.2 — 57.88; y
Piroxicam (El) m/z 332.03 — 94.9.

Las muestras de plasma se sometieron al siguiente proceso de extraccidén previo
al andlisis cromatografico. A 100 uL de plasma se afadieron 250 uL de acetonitrilo
(Honeywell®, grado de masas 99.9% de pureza) (con E.I. 603.6 mM) y se agité en
vortex durante 30 s. Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm durante 10 min a 4
°C. Se inyectd un volumen de 10 pL del sobrenadante obtenido en el sistema

cromatografico (Morales et al., 2022).

El método analitico se validé conforme a lo establecido en la NOM-177-SSA1-2013
(2013) y a los lineamientos establecidos por la Administraciéon de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos para la Industria de Métodos Bioanaliticos



(US FDA guidelines 2018) en términos de selectividad, linealidad, precision,

exactitud y estabilidad.

6.3 Toma de muestras sanguineas.
Se obtuvo una muestra de sangre de aproximadamente 3 mL de cada paciente en
tubos Vacutainer® con EDTA. La recoleccion de la muestra se realizé en tiempos
aleatorios entre 6 y 24 horas posdosis. Las muestras de sangre se centrifugaron a
1500 rpm durante 15 minutos para separar el plasma el cual se almacend a -80 °C
hasta su procesamiento para el analisis cromatografico. ElI paquete globular

restante se empled para la extraccion de ADN.

6.4 Determinacion de polimorfismos genéticos.

El ADN gendmico se aisl6 a partir de la misma muestra de sangre que se uso para
la determinacion de TAM y sus metabolitos, utilizando el ensayo comercial de
purificacion de ADN gendémico Wizard® (Promega, EE UU) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los polimorfismos genéticos CYP2D6*4 (rs3892097+
rs1065852), *10 (rs1065852) y CYP3A5*3 (rs776746) se determinaron en cada una
las pacientes incluidas en el estudio mediante ensayos de discriminacion alélica
TagMan (Applied Biosystems, EEUU).

La seleccion de los polimorfismos genéticos se basé en su posible influencia en el
metabolismo de TAM, asi como en funcion de las frecuencias alélicas reportadas
en la poblacién mexicana.

Los fenotipos de metabolizacion se asignaron de acuerdo con los lineamientos
establecidos por el Consorcio de Implementacién de Farmacogenética Clinica
(Caudle et al., 2020).



6.5 Asociacion de las concentraciones plasmaticas de TAM y sus metabolitos

con factores antropométricos, genéticos y de comedicacion.

El analisis estadistico para establecer la posible asociacion de las concentraciones
plasmaticas de TAM y sus metabolitos con factores antropométricos (edad, peso,
talla, IMC) y genéticos (fenotipos metabolizadores del CYP2D6 y genotipos del
CYP3A4) se llevé a cabo en el programa SPSS version 20.0 (Armonk, NY: IBM
Corp.). Se considero estadisticamente significativo el valor de p < 0.05. Los valores
de p < 0.05 obtenidos se ajustaron con el método de correccidon de Bonferroni para

comparaciones multiples.

Se utilizé la prueba de Kolmogoérov-Smirnov para determinar si los datos
cuantitativos seguian una distribucion normal. Para evaluar la asociacion de dos
variables continuas se utilizd el coeficiente de correlacién de Pearson para datos
paramétricos y el coeficiente de correlacion de Spearman para datos no

parametricos.

Las diferencias en las concentraciones plasmaticas de TAM y sus metabolitos segun
diferentes fenotipos metabolizadores del CYP2D6 y genotipos del CYP3A4 se

evaluaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Para evaluar la actividad de CYP2D6 se calculd la relacion metabdlica (RM)
dividiendo la suma de las concentraciones de END y 4HT por la suma de las
concentraciones de TAM y NDT ([END+4HT]/[TAM+NDT]). Para evaluar la actividad
de CYP3A4 el RM se calculé a partir de la suma de las concentraciones de END y
NDT dividida por la suma de las concentraciones de TAM vy 4HT
([END+NDT)/[TAM+4HT]).

Para evaluar la influencia de los fenotipos metabolizadores del CYP2D6 en la
relacion metabdlica [END+4HT]/[NDT+TAM], se utiliz6 un ANOVA unidireccional
con la prueba post hoc de Tukey.

Se realizaron comparaciones de las RM entre los diferentes genotipos del CYP3A4
utilizando pruebas de Kruskal-Wallis para comparaciones de grupos multiples.
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6.6 Desarrollo y validacion del modelo farmacocinético poblacional.
El modelo farmacocinético poblacional se desarroll6 empleando el software de
modelado no lineal de efectos mixtos NONMEM v. 7.4 (Icon Development Solutions,
Hanover, MD, EE. UU.), en conjunto con el PsN-Toolkit version 4.8.1. La ejecucion
y administracién de los modelos se llevd a cabo mediante la interfaz grafica de
usuario Pirana v. 3.0. La estimacion de los parametros de los modelos se realizé
mediante el método de estimacién condicional de primer orden (FOCE) con
interaccion. La variabilidad interindividual (11V) se evalué mediante modelos de error
exponencial, proporcional y aditivo, seleccionados segun su capacidad para
describir adecuadamente los datos. El error residual se evalu6 utilizando modelos
aditivo, proporcional y combinado con el objetivo de capturar la discrepancia entre

las concentraciones observadas y las predichas por el modelo.

Para establecer el modelo farmacocinético estructural para TAM y END, se empled
la subrutina ADVAN 13 (Modelado General No Lineal) de NONMEM la cual,
mediante la integracion numérica de ecuaciones diferenciales, permite determinar
las concentraciones en diferentes compartimentos tanto del farmaco como de los

metabolitos.

Los modelos estructurales generados se compararon utilizando el criterio de
informacion de Akaike (AIC), la funcion objetivo (OFV) y evaluaciéon de graficos de

residuales.

Se llevé a cabo un analisis de covarianza por pasos (SCM) a partir del modelo
basico para identificar las covariables con influencia potencial en los parametros
farmacocinéticos. Este analisis se realiz6 mediante un enfoque sistematico,
combinando seleccion progresiva hacia adelante y eliminacion hacia atras. Las
covariables continuas consideradas en esta fase fueron edad, peso corporal, altura,
indice de masa corporal, albumina, colesterol total, triglicéridos, aspartato

aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT). Las covariables
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categdricas analizadas incluyeron los polimorfismos genéticos de CYP2D6 vy la

comedicacion.

El efecto de cada covariable continua, sobre el modelo estructural, se analiz6
utilizando diferentes funciones (lineales, alométricas, potenciales y exponenciales)
para obtener el modelo intermedio. Posteriormente, se evalud la influencia de las
covariables categoricas sobre este modelo intermedio para construir el modelo
completo. La inclusiéon de covariables en el modelo se basé en los siguientes
criterios: la inclusion de una covariable que redujera la funcién objetivo en al menos
3.8 unidades (p < 0.05) se considero estadisticamente significativa. Las covariables
significativas se combinaron para conformar un modelo completo, el cual fue
sometido a un proceso de eliminacion hacia atras por pasos, manteniendo solo
aquellas cuya eliminacién generaba un aumento de la funcion objetivo en 6.64
unidades (p < 0.01) en la FODb;j.

El ajuste final del modelo se evalu6 mediante graficos de dispersion de
concentraciones observadas frente a las concentraciones predichas por el modelo

y de concentraciones observadas frente a las predichas individuales

Se realizo la verificacion predictiva visual (VPC) del modelo final para examinar la
distribucion de los parametros de efectos fijos y aleatorios. Se realizaron 1000
simulaciones y se obtuvieron los percentiles 5, 50 y 95 y los intervalos de confianza

del 90% (IC90%) correspondientes a cada percentil.

La precision y estabilidad del modelo farmacocinético poblacional se evaluaron
mediante validacion interna utilizando el método de bootstrap, generando 1000

réplicas de la base de datos original.
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7. Resultados y Discusion.

Los resultados de este estudio se encuentran descritos en los siguientes articulos:

a)

b)

“Factors Associated with Plasma Levels of Tamoxifen and its Main Metabolites

in Mexican Patients with Breast Cancer”.
Publicado en la revista Current Pharmacogenomics and Personalized Medicine
En este documento se incluye la informacion relacionada con:

e Laimplementacién y validacion del método analitico por UPLC-MS/MS para
la cuantificacién de TAM y sus metabolitos.

e La determinacion de polimorfismos genéticos.

e El analisis de la asociacion de las concentraciones plasmaticas de TAM y

sus metabolitos con factores genéticos y antropométricos.

“Population pharmacokinetics of tamoxifen in Mexican patients diagnosed with

breast cancer”.
Enviado para su publicacion en la revista The Journal of Clinical Pharmacology.
En este documento se incluye la informacion relacionada con:

e EIl desarrollo y validacién del modelo farmacocinético poblacional para

Tamoxifeno y Endoxifeno en pacientes mexicanas con cancer de mama.
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7.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio.

Se recolectaron muestras de 98 pacientes con cancer de mama en tratamiento con
TAM. Sin embargo, 14 pacientes fueron eliminadas del estudio debido a que
presentaron concentraciones de TAM y sus metabolitos por debajo del limite inferior
de cuantificacion. Los datos de las 84 pacientes restantes se utilizaron para el analisis
exploratorio en donde se buscé identificar factores antropométricos, bioquimicos,
clinicos, genéticos y de comedicacion relacionados con las concentraciones
plasmaticas de TAM y sus metabolitos. Para el desarrollo del modelo poblacional se
consideré unicamente la informacion de 67 pacientes debido a que las
concentraciones plasmaticas de TAM en 17 pacientes tuvieron valores extremos que
se desviaban significativamente de la tendencia general de un conjunto de datos
(outlier). Se registraron las siguientes caracteristicas antropométricas y clinicas de las
pacientes: edad, peso corporal, IMC, pruebas de funcién hepatica, colesterol total,
triglicéridos, comorbilidades y medicacion concomitante. Las pacientes incluidas en el
desarrollo de este estudio tenian una edad promedio de 49.3 afios (DE: 8.8 afios) y un
peso promedio de 67.0 Kg (DE: 11 Kg).

7.2. Implementacion y validacion del método analitico de UPLC-MS/MS para la
cuantificacion de TAM, END, NDT y 4HT en plasma.

Se validé un método de UPLC-MS/MS para cuantificar las concentraciones de
TAM y sus metabolitos END, NDT y 4HT en plasma de acuerdo con lo establecido por
la NOM-177-SSA-2013 y a las US FDA Guidelines 2018. El método fue selectivo para
TAM y sus metabolitos dado que no se observaron interferencias analiticas con
compuestos endogenos de la matriz biolégica cercanas al tiempo de retencion de los

analitos.

El tiempo de corrida fue de 2.5 min. Los tiempos de retencion obtenidos para TAM,
4HT, NDT y END fueron consistentes, permitiendo una adecuada separacion y

cuantificacion de los analitos mediante el método cromatografico empleado.
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El método mostré una adecuada linealidad en los rangos de concentracion
establecidos para cada compuesto, con un coeficiente de correlacion superior a 0.99,

lo que garantiza su confiabilidad para fines cuantitativos.

Para determinar la exactitud y la precision del método se emplearon el LIC, MCB,
MCM y MCA. Todos los valores se encontraron dentro de los rangos aceptables +15%
de la concentracion nominal y <20% para LIC indicando que el método fue confiable

y reproducible para la determinacion de TAM y sus metabolitos en plasma.

El método fue preciso y exacto, al obtener porcentajes de coeficientes de variacion

(%CV) intra-ensayo y entre-ensayos menores al 10 %.

Los estandares de calibracidon de las tres curvas evaluadas tuvieron coeficientes

de variacion (CV) menores a 15%.

El método presentd limites de deteccidn adecuados para cada uno de los analitos

evaluados, lo que permite su uso en matrices biolégicas con concentraciones bajas.

El porcentaje de recobro de TAM y sus metabolitos se encontré dentro de los
rangos aceptables por la NOM-177-SSA1-2013. Esto indica que el método de

extraccion en este estudio fue adecuado y confiable para los analitos.

El factor de matriz normalizado para la muestra control baja y la muestra control
alta de cada uno de los analitos se encontraron dentro de los limites aceptables. Los

CV de los valores del efecto matriz obtenidos para cada uno de los analitos fue <15%.

La estabilidad a largo plazo (2 meses) y bajo tres ciclos consecutivos de
congelacion-descongelacién no mostraron una degradacion significativa de TAM y los
metabolitos; asimismo son estables durante 24 h en muestras de plasma procesadas

(condiciones de automuestreador).
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7.3. Determinacion de los polimorfismos genéticos.

Respecto a los genotipos de CYP2D6, el mas comun fue *1/*1, asociado al fenotipo
de metabolizador extensivo (EM). También se identificaron genotipos relacionados con
fenotipos de metabolizador intermedio (IM) y metabolizador pobre (PM), como *1/*4,

*4/*10, *10/*10 y variantes homocigotas para el alelo *4 (Morales et al., 2022).

En cuanto al CYP3AS5, el genotipo mas frecuente correspondié al fenotipo de
metabolizador pobre, mientras que otros genotipos menos prevalentes se asociaron al

fenotipo de metabolizador extensivo.

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos genéticos evaluados de las
pacientes consideradas para el desarrollo del modelo poblacional se reportan en un

manuscrito derivado de este trabajo, actualmente en proceso de publicacion.

7.4. Asociacion de las concentraciones plasmaticas de TAM y sus metabolitos
con factores genéticos y antropométricos.

El analisis de las concentraciones plasmaticas de TAM y sus metabolitos en funcion
del fenotipo metabolizador de CYP2D6, revel6 que las pacientes con ME presentaron
niveles mas altos de 4HT y END en comparacién con los Ml (p < 0.05). Asi mismo, el
cociente metabdlico (MR)[END+4HT]/[TAM+NDT] fue menor en pacientes con fenotipo
IM CYP2D6 que en aquellos con fenotipo ME (p<0.05).

En cuanto a los factores antropométricos, se encontrd una correlacion positiva débil
para 4HT y END con respecto a la edad lo que es consistente con estudios publicados
previamente (Lien et al., 2013; Peyrade et al., 1996; Wu,et al., 2007). Esta relacion
podria deberse a cambios fisioldgicos asociados al envejecimiento, como la reduccion

del gasto cardiaco y del flujo hepatico (Paczek et al., 2020).

16



En relacién con el polimorfismo CYP3A5*3, no se detectd un impacto estadisticamente
significativo sobre las concentraciones plasmaticas de TAM o sus metabolitos, ni sobre

los valores de los indices metabdlicos (p > 0.05).

Por otro lado, el indice de masa corporal (IMC) present6 una correlacién negativa débil
estadisticamente significativa con las concentraciones de NDT y 4HT. Lo que sugiere
que una mayor cantidad de tejido adiposo podria alterar la distribucion de estos
metabolitos. Estos resultados concuerdan con lo descrito en otras investigaciones
(Antunes et al., 2015; Madlensky et al., 2011; Wu et al., 2007). Una posible explicacion
es que la naturaleza lipofilica de TAM y sus metabolitos facilita su distribucién en
tejidos con alta densidad de grasa, como el tejido adiposo (Mansoor A., Mahabadi
Navid, 2023)

7.5. Desarrollo y validaciéon del modelo farmacocinético poblacional.

Las concentraciones de TAM y END se ajustaron a un modelo bicompartimental con
absorcién y eliminacion de primer orden. Debido a limitaciones en la identificacion
estructural, se asumié un volumen de distribucion de END igual al del TAM. La
constante de absorcién de TAM (ka) no se pudo estimar con precision, por lo que su
valor se fijé conforme a lo reportado en un estudio previo (Ter Heine et al., 2014). En
cuanto a la constante de velocidad de transferencia del compartimento 2 al

compartimento 3 (K23) se fij6 al valor calculado por el programa NONMEM.

La variabilidad interindividual del CLtam y CLeno se modelé mediante una funcion
exponencial, mientras que el error residual se describié con un modelo proporcional.
Dado que el error estandar relativo del volumen de distribucion fue muy elevado no se
incluy6 su variabilidad en el modelo. En cuanto a la variabilidad residual, presenté un

mejor ajuste con un modelo de error proporcional.

Al evaluar las variables continuas en el modelo inicial, se identificd que el peso corporal
tuvo un efecto significativo sobre el CLtam, al reducir la funcién objetivo en 8 unidades.

Al afadir las variables cualitativas, la presencia del polimorfismo CYP2D6*4 influyd en
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el aclaramiento de END (AOFV = - 6.6). Estas dos covariables se mantuvieron en el

modelo final.

El analisis de VPC y la validacion interna del modelo poblacional evidenciaron que el

modelo final posee una capacidad predictiva aceptable.

8. CONCLUSION

En este estudio se desarrollé un modelo poblacional para describir la farmacocinética
de TAM y su metabolito END en mujeres mexicanas con diagnostico de cancer de
mama. Los resultados de este estudio mostraron la influencia del peso en el CLtamy
del polimorfismo genético CYP2D6*4 en el CLenp. Si bien se requieren estudios
adicionales para confirmar las asociaciones encontradas, asi como para identificar
otras covariables que permitan reducir la variabilidad intraindividual en los parametros
farmacocinéticos de TAM, la presente investigacion constituye una contribucion
importante para avanzar hacia la personalizacion de la terapia con este farmaco en

poblacion mexicana.
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