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RESUMEN

RESUMEN

Este trabajo describe la Farmacocinética de la Casiopeína III-i en su fase

preclínica, en 10 conejos machos Nueva Zelanda con un peso promedio de 2,93

kg. Se les administro una dosis de 10 mg/kg de peso por infusión intravenosa a

una velocidad de infusión (Ko) de 490.33 ng/min. Se encontró que la constante

de eliminación (Kel) fue de 0.0150 mln"1. Su tiempo de vida media (ti/2) fue 53.92

min., y su tiempo medio de residencia (TMR) fue 90.86 min. Presenta un volumen

de distribución aparente (Vd) de 202.81 ml_ y una depuración (Cl) de 2.08 mL/min.

El área bajo la curva (ABC) fue 23163.85 ug/mL. min. Estos resultados

representan los primeros datos farmacocinéticos de la Casiopeína III- i .
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INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS

INTRODUCCIÓN

El cáncer es una de las enfermedades que ocupa uno de los primeros lugares de causa

de mortalidad en nuestro país. Las células cancerosas se caracterizan por pérdida del

control de la proliferación, invasividad y metástasis. Las células tumorales benignas han

perdido el control de la proliferación pero no forman metástasis. En los últimos años se

ha logrado un aumento en el conocimiento básico de este padecimiento, mejorando

técnicas de investigación; así como la síntesis de un número importante de nuevos

agentes antineoplásicos.1'2

A pesar de los avances y del numero de fármacos existentes, se hace necesaria la

innovación de quimioterapia experimental ya que muchos de los fármacos citotóxicos

más potentes actúan en fases específicas del ciclo celular y por ello sólo son activos

contra las células que se encuentran en proceso de división, por lo tanto, afectan el

desarrollo tanto de células normales como neoplásicas, sin embargo, dado que las células

neoplásicas son mucho más efectivas y se multiplican con mayor rapidez que las

normales, son más susceptibles al efecto de los fármacos.2'5

Un problema mayor en la quimioterapia del cáncer, es el desarrollo de resistencia a los

fármacos usados. Aunque en un principio los fármacos son eficaces, a menudo después

de un tiempo las células tumorales desarrollan mecanismos que ios vuelven ineficaces.

De ahí, que sea necesario el desarrollo y síntesis de nuevos compuestos con posible

actividad antineoplásica.1

Dentro de las nuevas moléculas con actividad citostática y antineoplásica se encuentra ia

familia de las Casiopeínas, que son compuestos de coordinación con un centro metálico

de cobre6'17 . Estos son compuestos de coordinación análogos al Cisplatino, que se

diseñaron considerando diferentes parámetros y propiedades químicas, como son el

metal y su estado de oxidación, numero de coordinación del metal, propiedades de
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solubilidad, potencial electroquímico, capacidad de transporte a través de las membranas

y estabilidad.8'9

Debido a que se trata de fármacos nuevos es de suma importancia realizar estudios nin

vitrd' e *in vivd' para determinar los efectos de estos fármacos.9'10'11'12'13'14. Dentro de

los estudios que establece la FDA (Food and Drug Administration) para fármacos nuevos

se encuentran los estudios predínicos, que comprenden una serie de pruebas

toxicólogicas y farmacológicas (farmacocinética y farmacodinamia) las cuales se llevan

acabo en animales de laboratorio.20'21'22'

1. Desarrollar y validar un método analítico para determinar y cuantificar Casiopeína IÍI-i

en sangre de conejo.

2. Determinar los parámetros farmacocinéticos de la Casiopeína III-i en conejos,

•después de una administración por infusión intravenosa.

Biorarmacia
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GENERALIDADES

I GENERALIDADES

1.1 MUERTE CELULAR

El concepto de muerte celular totaí se aplica a la terapéutica, ya que es necesaria

la extirpación total del tumor para una curación quirúrgica, y se requiere de la

destrucción completa de todas las células cancerosas para lograr la curación con

radioterapia. Considerando un sistema tumoral modelo, por ejemplo ta leucemia L1210

del ratón, se han establecido ciertos principios importantes que han guiado y dirigido la

quimioterapia moderna del cáncer. Estos pueden resumirse de la siguiente forma:1

(1) Una sola célula maligna clonógena puede dar origen a una descendencia suficiente

para matar al huésped, por lo tanto para lograr la curación es necesario destruir cada

una de estas células. Como el tiempo de duplicación de los tumores es constante

durante la etapa de crecimiento logarítmico, la supervivencia del huésped es

inversamente proporcional a! número de células malignas que han sido inoculadas o

que sobreviven a las medidas terapéuticas.

(2) La muerte celular causada por agentes antineopiásicos tiene lugar según una cinética

de primer orden, es decir con una maniobra terapéutica determinada muere un

porcentaje constante, más que un número constante de células.

Este hecho tiene un gran impacto sobre la quimioterapia clínica del cáncer. Por

ejemplo, un paciente con leucemia iinfocítica aguda avanzada pudiera albergar 1012

células (aprgx, 1 Kg de células malignas). Un fármaco capaz de matar 99.99 % de estas

células reduciría la masa tumoral hasta aproximadamente 100 mg, y esto podría

manifestarse como una remisión clínica completa, sin embargo, persistirían 1ÜB células

malignas, cada una de las cuales pudiera causar recaída de la enfermedad. La deducción

Biotarmacla
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lógica de estos conceptos ha sido el intento de lograr muerte total empleando varios

fármacos, en combinación o en un orden racional. La supervivencia prolongada de los

pacientes con leucemia linfocítica aguda mediante el empleo de tales regímenes de

dosificación ha alentado la aplicación de estos principios al tratamiento de otras

neoplasias. Por lo tanto, un buen conocimiento de la cinética del ciclo celular es esencial

para utilizar los fármacos antiñeoplásicos de manera adecuada.1'2

A pesar de los avances y del número de fármacos existentes, se hace necesaria la

innovación de !a quimioterapia experimental ya que gran parte de los fármacos

citotóxicos más potentes actúan en fases específicas del ciclo celular y por ello sólo son

activos contra las células que se encuentran en proceso de división. En la Figura 1 se

muestra el mecanismo de acción de algunos fármacos empleados en neoplasias. Del

mismo modo, los tejidos normales que proliferan rápidamente (médula ósea, folículo

piloso y epitelio intestinal) están sujetos a menudo a daños por alguno de estos potentes

fármacos antiñeoplásicos y esta toxicidad suele limitar la utilidad de los mismos. Por otra

parte los tumores de crecimiento lento, por ejemplo los carcinomas de colon o de

pulmón, a menudo ño responden a la quimioterapia administrada.1'2'3

Biorarmacia



GENERALIDADES

Síntesis de pirimidina

6-MERCAPTOPURINA
6-T10GUANINA
Inhibe la biosíntesis de!
anillo de purina.
Inhibe
interconversiones de
nudeótidos.

Síntesis de purinas

METOTREXATO
Inhibe la biosíntesis del
anillo purina
Inhibe la síntesis de
dTMP

5-FLUOROURACILO
Inhibe la síntesis ú%
dTMP

DACTIÑÓMICINA
DAUNORRUB1C1NA
DOXORRUBICiNA
MITRAMICINA
Se intercala con DNA
Inhibe la síntesis de
RNA

RIBONUCLEOTIDQS AZARIBINA
Inhibe la síntesis de UMP

HIDROXIUREA
Inhibe la reductasa de
ribonucleótido

DESOXIRRBONUCLEOTIDOS CITARABINA
Inhibe la polimerasa de
DNA
Inhibe la función de
RNA

BLEOMICINAS
Lesiona el DNA e impide
su reparación

DNA

AGENTES ALQUILANTES
Enlaces cruzados de DNA

Y

RNA
(detransferencia-mensajero-ribósomico)

L-ASPARAGINASA
Desamina la
asparagina
Inhibe ¡a síntesis de
proteína

PROTEÍNAS

ALCALOIDES DE
VINCA COLCHICINA
Inhibe la función de
microtúbulos

MICROTUBULGS

iura 1. Mecanismos y sitios de acción de agentes quimioterapáuíicos útiles en
3
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Así el conocimiento de la cinética del ciclo celular es esencial para la generación de

agentes antineoplásicos y aunque hay diferencias de duración del ciclo celular, todas las

células presentan un cuadro similar durante el proceso de división celular que se

caracteriza de la siguiente manera:4'5

1) Fase presintética Gí

2) Síntesis de DNA (S)

3) Intervalo después de completar la síntesis de DNA. Fase postsintética G2

4) Mitosis M. La célula G2 que contiene una cantidad de DNA se divide en dos células

hijas G l .

Cada una de las células hijas pueden reingresar al ciclo celular o pasar a una etapa no

proliferativa denominada GO.4'5

1.2 EL CÁNCER.

Las células cancerosas se caracterizan por pérdida del control de proliferación,

invasividad y metástasis. Las células tumorales benignas han perdido el control de

proliferación pero no forman metástasis. El cáncer puede ser causado por agentes

físicos, químicos y biológicos; estos agentes lesionan o alteran el DNA, de modo que el

cáncer es una enfermedad del genoma.1'2'3 El inicio y promoción son fenómenos

establecidos en forma rotunda en carcinogénesis química. Es probable que el inicio sea el

daño en el DNA, pero los mecanismos requeridos para la promoción no se han

esclarecido. Los esteres de forbo! son los agentes promotores más estudiados; activan a

Biofarmacia
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la proteíñá cinasá C, que ejerce diversos efectos.2'3

1.2.1 AGENTES QUÍMICOS, FÍSICOS Y BIOLÓGICOS QUE CAUSAN

CÁNCER.

Los agentes que causan cáncer se clasifican en tres amplios grupos:

* Energía radiante: Los rayos ultravioleta, los rayos X y los rayos gamma son

mutágenos y carcinógenos. Estas radiaciones lesionan al DNA de varias maneras. La

radiación ultravioleta puede causar la formación de dímeros de pirimidina; pueden

crearse sitios apunnicos o apirimidfnicos por eliminación de las bases

correspondientes; pueden producirse roturas en las tiras sencillas o dobles, o

entrecruzamiento de ellas. Se supone que la lesión del DNA es el mecanismo básico

de carcinógenesis de la energía radiante. Aparte de los efectos directos sobre el DNA,

los rayos X y gamma provocan la formación de radicales libres en los tejidos. Los

radicales hidroxilos resultantes, su peróxido y otros, pueden interactuar con el DNA y

algunas macromoléculas y conducir a alteraciones moleculares, por lo tanto, es

probable que contribuyan a ios efectos carcinógenos de la energía radiante.1'2

•fr Compuestos químicos: Un extenso número de compuestos químicos son

carcinógenos (Tabla I). Muchas de estas sustancias se relacionan con el desarrollo de

cáncer en el ser humano. Se calcula que hasta 80% de los cánceres humanos se

producen por factores ambientales, principalmente por compuestos químicos. La

exposición a esas sustancias puede deberse a la ocupación de la persona (por

ejemplo, benceno y asbesto); la alimentación (Por ejemplo, aflatoxina Bíf producida

por el moho AsperaÜlis flavus y en ocasiones se encuentra como contaminante de los

cacahuates y otro's" alimentos); el estilo de vida (consumo de cigarros) o a otros
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factores (por ejemplo, ciertos agentes farmacológicos pueden ser carcinógenos).1*2'3

Tabla I . Algunos Carcinógenos químicos.4

CLASE

Hidrocarburos aromáticos

policíciicos

Aminas aromáticas

Nitrosaminas

Medicamentos diversos

Compuestos naturales

. Compuestos inorgánicos

COMPUESTO

Benzo[a]p¡reno, dimetilbenzantraceno

2-Acetilaminofluoreno, N-metih4-

aminoazobenceno (MAB)

D¡metilnitro5amina, Dietilnitrosamina

Alquilantes, dletliestilbestrol

Dactinomicinaj afiatoxina Bt

Arsénico, asbesto, berilio, cadmio, cromo,

Virus: Los poliomavirus y los virus SV40 desempeñan un papel importante en el

desarrollo de las ideas actuales sobre la oncogénesis viral- Los dos son pequeños y

sus genomas circulares codifican sólo 5 ó 6 proteínas; bajo ciertas circunstancias, la

infección con estos virus en células apropiadas pueden causar transformación

maligna. En el caso del SV40 estas proteínas se conocen como T y t y en el caso del

poliomavirus, se designan, T, Tmedia y t. Se sabe que los antigenos T se unen

fuertemente ai DNAy alteran la expresión genética. Estas proteínas muestran efectos

cooperativos ios cuales sugieren, que es necesario modificar más de una reacción o

un proceso para la transformación.u Hay interés considerable en el virus de Epstein-
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Barr, dado que en el ser humano se relaciona con el linfoma de Burkitt y con el

carcinoma nasofaríngeo.1 El virus de la hepatitis B puede estar relacionado con

algunos casos de cáncer hepático en el hombre.

1.2.2 ONCOGENES Y GENES SUPRESORES.

Gran parte del interés actual en el cáncer se enfoca al estudio de oncogenes y de

genes supresores de tumor. Los oncogenes son genes capaces de causar cáncer. Su

descubrimiento ha tenido gran impacto en la investigación de los mecanismos

fundaméntales de carcinogénesis.5 En la Tabla I I se enlistan algunos oncogenes virales

conocidos, junto con sus productos. Las células normales contienen precursores

potenciales de oncogenes, designados protooncogenes. La activación de protooncogenes

a oñcogéñes sé logra por cinco mecanismos:2

Biotar macla
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Tabla I I . Algunos oncogenes de los retrovirus.'

ONCOGEN

Abl

erb-B

fes

fos

Jun

myc

Sis

Src '

RETROVIRUS

Virus Abelson de la

leucemia murina

Virus de la eritroblastosis

aviar

Virus del sarcoma felino

Virus del sarcoma murino

Virus del sarcoma aviar

Virus 29 del mielocitoma

Virus de! sarcoma del

simio

Virus del sarcoma de Rous

ORIGEN

Ratón

Pollo

Gato

Ratón

Pollo

Pollo

Mono

Pollo

PRODUCTO DEL

ONCOGEN

Proteína tirosina cinasa

Receptor trunco para el

EGF

Proteína tirosina cinasa

Factor de transcripción

(API); complejos con

jun.

Factor de transcripción

(API); complejos con

fos.

Proteína fijadora del DNA

PDGF trunco (cadena B)

Proteína tirosina cinasa

UBICACIÓN

SUBCELULAR

Membrana plasmática

Membrana plasmática

Membrana plasmática

Núcleo

Núcleo

Núcleo

Membranas; secretado

Membrana plasmática

EGF, factor de crecimiento epidérmico; PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas.
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Inserción del promotor: Ciertos retrovirus carecen de oncogenes (por ejemplo, el

virus de la leucemia aviar) pero pueden causar cáncer después de un periodo más

largo. Al igual que los demás retrovirus, cuando estos virus particulares infectan a las

células, su transcriptasa inversa dirige la síntesis de una copia de DNA (cDNA) a partir

de su genoma de RNA y el cDNA y el genoma se integra en el genoma del hospedero.

EL cDNA de doble tira integrado se designa como un provirus. Las copias de cDNA

están flanqueadas en ambos extremos por secuencias llamadas repeticiones

terminales largas, semejantes a ciertos transposones ("'genes saltadores")-2

• Inserción de un amplificador: En algunos casos el provirus se inserta corriente

abajo del gen myco arriba de él pero orientado en dirección contraria; de una u otra

manera, el gen mycse hace activo. La activación no puede deberse a la inserción de

un promotor, dado que la secuencia de éste debe quedar corriente arriba del gen

cuya transcripción va a incrementar y además, la secuencia necesita estar en

dirección correcta 5' a 3 ' . Por consiguiente, se infiere que las secuencias repetidas

terminales largas de los retrovirus implicados están actuando como secuencias

amplificadoras. Los dos mecanismos anteriores, inserción del promotor y de un

amplificador, operan comúnmente en la carcinogénesis viral. Ellos pueden clasificarse

como ejemplos de mutagénesis de inserción.1'2

Translocación cromosómica: Un tipo de cambio cromosómico observado en las

células cancerosas es la translocación. La base de una translocación es que una

fracción del cromosoma se desprende y a continuación se une a otro cromosoma. Si a

la vez el segundo cromosoma cede material al primero se dice que la translocación es

" recíproca "ll2
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Amplificación génica: En cierto número de tumores se observa un efecto de

amplificación de ciertos genes. Un método para conseguir esto en ios tumores, es por

la administración del medicamento anticanceroso metotrexato, inhibidor de la enzima

dihidrofolato reductasa. Las células tumorales pueden volverse resistentes a este

fármaco. La base del fenómeno es que el gen para la dihidrofolato reductasa

experimenta una amplificación que conduce a un incremento de la actividad de la

enzima (hasta 400 veces). Los genes amplificados, que miden hasta 1000 KDa de

longitud o más, pueden detectarse como regiones teñidas homogéneamente en un

cromosoma específico. De la misma manera pueden detectarse cromosomas

diminutos dobles, que son minicromosomas que carecen de centrómeros. Ciertos

oncogenes celulares pueden amplificarse también de la misma forma y por lo tanto

quedan activados. Existen datos que sugieren que el incremento en cantidad de los

productos de ciertos oncogenes (como c-ras) causado por la amplificación de genes

pueden tomar parte en el avance de las células tumorales a un estado de mayor

malignidad.1'2

Mutación en un punto; El oncogen v-ras se identificó originalmente en ciertos

retrovirus murinos. Su producto, una proteína (p21) con masa molecular de 21KDa,

parece relacionarse con las proteínas G que modulan la actividad de la adenilil ciclasa

y por lo tanto, actúa de manera clave en las respuestas celulares a numerosas

hormonas y medicamentos. Los análisis mediante secuenciación de protooncogen c-

ras de células normales humanas y del oncogen c-ras de un cáncer humano de vejiga,

muestran que difieren únicamente en una base, lo cual conduce a la sustitución de un

aminoácido en la duodécima posición del p21. Este resultado se confirma por análisis

de genes c-ras de otros tumores humanos. En cada caso los resultados fueron

consistentes; el gen aislado del tumor mostró mutación solo en un punto, comparado

10
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el protooncogen c-ras de las células normales. La posición de la mutación varía

algo, de modo que se observaron sustituciones de otros aminoácidos. Al parecer estas

mutaciones en p21 afectan su conformación y disminuyen su actividad como

GTPasa.1'2

Los oncogenes activados influyen en la multiplicación celular por perturbación de sus

mecanismos normales de control de proliferación. En la actualidad se reconoce a los

genes supresores de tumor como piezas claves en la génesis del cáncer. Los genes

supresores de tumor importantes son RB1 y p53, ambos codifican a fosfoproteínas

nucleares y es probable que estos productos génicos afecten la transcripción de genes

que intervienen en eventos reguladores del ciclo celular.3'4

1.3 FÁRMACOS ANTECANCE RIGE NOS

Todos los fármacos neoplásicos son citotóxicos, y por lo tanto afectan el desarrollo

tanto de células normales como neoplásicas.3 Sin embargo, dado que las células

neoplásicas son mucho más efectivas y se multiplican con mayor rapidez que las

normales, son más susceptibles al efecto de los fármacos. Estos se clasifican en seis

grupos de acuerdo con su mecanismo de acción en: agentes alquilantes, antimetabolitos,

antibióticos, alcaloides, hormonas y fármacos misceláneas. Algunos de los fármacos

empleados en neoplásias son enlistados en la Tabla I I I . Es importante clasificar a los

fármacos anticancerígenos como específicos del ciclo celular (CCS) o no específicos del

ciclo celular (CCNS). Los primeros que incluyen metotrexato, fluorouracilo y citarabina

actúan sobre células en multiplicación, en tanto que los últimos (por ejemplo, agentes

alquilantes y cisplatino) actúan sin relación con el estado de proliferación. Los fármacos
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CCS pueden subdividirse en específicos de fase por ejemplo, medicamentos que actúan

en la fase S del ciclo (citarabina) o en la fase G2 o M (bleomicina). En general, la

terapéutica de dosis altas intermitentes tiene más probabilidad de lograr esto que un

tratamiento continuo con dosis bajas, debido a que expone el tumor a concentraciones

más altas del fármaco usando la quimioterapia combinada (combinación de 3 o 4

medicamentos) ha probado su éxito en varios cánceres, ya que los compuestos actúan en

forma sinérgica, el comienzo de la resistencia puede retardarse y con frecuencia su

toxicidad es menor.3'4

12
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Tabla I I I . Agentes quimioterápeuttcos útiles en las enfermedades neoplásicas3

CLASE

Agentes de
a íqu ilación

Anti meta bol íto

TIPO DE
AGENTE

Mostazas
nitrogenadas

Derivados
etileni miníeos

Alquilsulfonatos

Nitrosoureas

Triacenos

Análogos de la
purina

Análogos del ácido
fóiico

Análogos de la
pirimidina

NOMBRE
COMÚN

Mecloretamina
(Mustarqen)
Ciclofosfamida
(Citoxan, Endoxan)

Melfalán
(Alkeran)
Uracil- mostaza

Clora mbucii
(Leukeran)
Trietileno
melamina (TEM)

Trietileno-
tiofosforamida
{tio-TEPA)
Busulfán
(Mileran)

Carmustina
(BCNU)

Lomustina
(CCNU)

Estreptozotocína

Dacarbacina
(DTIC)
6- Tioguanina
(TG)

Metotrexato
(Ametopterina)
5- Fluorouracil
(5-FU)
Citara bina
(Citosar)

ENFERMEDAD

Enfermedad de Hodgkin, linfosarcoma, mama,
ovario.
Leucemia linfocítica aguda y crónica, enf. de
Hodgkin, linfosarcoma, mieloma múltiple,
neuroblastoma, mama, ovario, pulmón, tumor
de Wilms, rabdomiosarcoma.
Mieloma de célula plasmática, mama, ovario.

Leucemia linfocítica crónica, linfosarcoma,
enf. de Hodgkin, ovario, trombocitosis
primaria.
Leucemia linfocítica crónica, enf. de Hodgkin,
linfosarcoma, mama, ovario, testículo,
Enf de Hodgkin, linfomas de otro tipo,
retinoblastoma, mama, ovario, leucemias
crónicas.
Enf. de Hodgkin, linfomas de otro tipo,
retinoblastoma, mama, ovario, linfosarcoma.

Leucemia granulocítíca crónica, policitemia
vera, trombocitosis primaria.

Enf. de Hodgkin, linfomas de otros tipos,
tumores cerebrales primarios y metastáticos,
melanoma, célula renal.
Enf. de Hodgkin, linfomas de otros tipos,
tumores cerebrales primarios y metastáticos,
célula renal.
Insulinoma pancreático maligno, carcinoma
maligno.

Melanoma maligno, enf. de Hodgkin, sarcoma
de tejidos blandos.
Leucemias linfocítica aguda, granulocítlca
aguda y granuiocítica crónica.

Leucemia iinfocítica aguda, coriocarcinoma,
micosis fungoide, mama, testículo, orofaringe.
Mama, colon, estómago, páncreas, ovario,
orofaringe, vejiga urinaria, lesiones cutáneas.
Leucemia linfocítica aguda y leucemia
granuiocítica aguda

13
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CLASE

Antimetabolito

Productos
naturales

Fármacos
varios

Hormonas

Isótopos
radiactivos

TIPO DE
AGENTE

Análogos de la
pirimídina

Alcaloides de Vinca

Antibióticos

Enzimas
Urea substituida

Derivados de
metilhidracina
Supresores cortico-
suprarrenales
Adrenocortt-
costeroides

Proqestinas
Estrógenos

Andrógenos

Fósforo

Yodo

NOMBRE
COMÚN

Azauridina
(Triazur)
6- Mercaptopurina

Vinblastina
(VLB; Velban)

Vincristina
(VCR; Oncovin)
Dactinomicina
(Cosmeqen)
Daunorrubicina
(Daunoblastina)

Doxorrubicina
(Adriamicina)

Bleomicina
(Blenoxane)

Mitramicina
(Mithracin)
L-Asparaginasa
Hidroxiurea
(Hidrea)
Procarbacina
(Matulana)
Mitote n
(Lisodren)
Prednisona
(Meticorten)

Acetato de
medroprogeste-
rona (Provera)
Dietilestilbestrol
Etinilestradiol
(Estinilo)
Propionato de
testosterona
(Halotestin)
Fosfato sódico con

Yoduro sódico
Con m I

ENFERMEDAD

Micosis fungoide, policitemia vera

Leucemia linfocítica aguda, granulocítica
aguda y qranulocítica crónica, coriocarcinoma.
Enfermedad de Hodgkin, linfosarcoma,
coriocarcinoma, mama.
Leucemia linfocítica aguda, neuroblastoma,
tumor de Wilms, rabdomiosarcoma, enf.
Hodgkin.
Coriocarcinoma, tumor de Wilms,
rabdomiosarcoma, testículo.
Leucemias agudas granulocíticas y linfocíticas

Sarcoma de tejidos blandos, osteógenos y
otros; enf. de Hodgkin, leucemias agudas,
mama, genitourinarias, tiroides, pulmón,
neuroblastoma.
Carcinomas de células planas de cabeza,
cuello, piel, esófago y vías genitourinarias,
enf. de Hodqkin.
Tumores testiculares, ni perca Icemia maligna.

Leucemia linfocítica aguda
Leucemia granulocítica crónica, melanoma
maliqno.
Enfermedad de Hodgkin

Corteza suprarrenal

Leucemia linfocítica aguda y leucemia
iinfocítica crónica, linfosarcoma, enfermedad
de Hodgk[n, mama.
Endometrio, célula renal, mama, próstata.

Mama, próstata

Mama

Policitemia vera, leucemias linfocítica y
granulocíticas crónicas,
Tiroides
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1.3.1 RESISTENCIA A LA QUIMIOTERAPIA DEL CÁNCER

Un problema mayor en la quimioterapia del cáncer es el desarrollo de resistencia a

los fármacos usados. Aunque en un principio los fármacos son eficaces, a menudo

después de un tiempo las células tumorales desarrollan mecanismos que los vuelven

ineficaces.3'5

Se considera que la resistencia adquirida de las células cancerosas a los

quimíterapéuticos refleja una velocidad alta de mutación espontánea de estas células. Es

probable que sean resistentes no sólo al fármaco sino también a otros compuestos

anticancerosos cuya estructura no se relaciona. Por ejemplo, si las células tumorales

desarrollan resistencia a metotrexato, se encuentra que también lo son a antibióticos

antitumorales como doxorrubicina y a compuestos vegetales como vincristina. Esto se

conoce como resistencia multifarmacológica y tiene importancia extrema debido a que su

desarrollo es causa frecuente del fracaso de la quimioterapia.3'4

La base molecular de la resistencia multifarmacológica ha sido esclarecida por el

descubrimiento de que las células cancerosas que muestran esta resistencia tienen a

menudo concentraciones elevadas de una proteína llamada P glicoproteína en sus

membranas plasmáticas. Esta proteína actúa como una bomba dependiente de energía,

que expulsa a una extensa variedad de anticancerígenos y disminuye así su eficacia. En

la Tabla IV se muestran algunas propiedades de la P glicoproteína.
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Tabla IV. Algunas propiedades de la P Glicoproteína."

Glicoproteína fosforilada de 170 Kda presente en la membrana

plamática, 1280 aminoácidos, 12 regiones transmembrana, fijación de 2

ATP plegados, presenta homología con la hemolisina B bacteriana.

Actúa como una bomba de flujo dependiente de energía, expulsando

una variedad de fármacos, y así mediando la RFM.

Miembro de un multigen familiar (incluyen mdrl y mdr2).

Ampliamente distribuido y altamente conservado a través de especies.

Presente en algunas células normales del riñon, intestino, etc.

Una cantidad incrementada en las células cultivadas resistentes, y en

ias células tumorales resistentes in vivo; aumento in vivo

correlacionado con un pobre pronóstico

También puede ser inducido por otros estímulos por ejemplo choque

térmico.

La amplificación del gen, o ambos, puntos de mutaciones involucradas

con RMF en cultivo celular.

Cuando se transfiere a las células produce RMF.

Puede ser inhibida por quimiosensibílizadores como verapamil (un

bloqueador del calcio) o ciclosporina.

RMF, resistencia multifarmacológica.

En cultivos celulares se ha encontrado amplificación génica y mutaciones en un

punto en células cancerosas resistentes que muestran concentraciones altas de P

glicoproteína; aún no se ha establecido los mecanismos que regulan este incremento de

P glicoprotefna in vivo. Esta glicoproteína debe tener funciones fisiológicas, dado que

existe en órganos normales como riñon e intestino; es posible que intervenga en la

16
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excreción de compuestos con potencial tóxico de las células de estos órganos. Se ha

demostrado que otros mecanismos intervienen en la resistencia de células cancerosas a

ciertas clases de fármacos (Tabla V).3'5

Tabla V. Algunos mecanismos bioquímicos de resistencia farmacológica encontrados

en células cancerosas.5

MECANISMO GENERAL

Captación disminuida

Excreción aumentada

Activación insuficiente

Aumento de inactivación del fármaco

Secuestro de fármaco

Mutación en enzima blanco

Aumento de enzima blanco

Mecanismo de reparación rápida

FÁRMACO

Metotrexato

Ciertos fármacos

Ciclofosfamida

Citarabina

Cisplatino

Metotrexato

Metotrexato

Fármacos metiíantes

EJEMPLO ESPECÍFICO

Sistema de transporte mutante

Mediada por P glicoproteína.

Disminución de especies citocromo p450

activantes

Aumento de actividad de desaminasas que

actúan sobre citisina

Aumento de un tipo de metalotioneína*

Mutante DHFR**

Amplificación del gen para DHFR**

Aumento de la enzima reparadora específica

(O6-alquilguanina-DNA-alquil transiera sa)

Las metalotioneínas son metaloproteínas cltosóllcas de peso molecular bajo, ricas en cisteína, presentes en concentración elevada

en hígado y riñon y que se unen a varios metales y por lo tanto, los eliminan (por ejemplo, Zn, Cu, Hg y Cd). Son induclbies en la

exposición a esos metales.

**DHRF, dehidrofotato reductasa
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1.4 CASIOPEINAS

En los últimos años se ha logrado un aumento en conocimiento básico, mejorando

técnicas de investigación se ha obtenido un número importante de nuevos agentes

antineoplásicos. El desarrollo principal se ha producido en áreas como la biología

molecular y celular, que han brindado una mejor comprensión de los mecanismos de

división celular, inmunología tumoral y factores fundamentales que Intervienen en la

carcinogénesis química y viral.1

Para la obtención de compuestos con posible actividad antineoplásica, se han

considerado complejos que tengan metales con toxicidad relativamente baja, y que su

estado de oxidación sea similar al de los metales que se encuentran en los fluidos

biológicos y que posea un número de coordinación alto.6 Por otro lado los ligantes deben

tener la capacidad de formar quelatos y cierto grado de hidrofílicidad e hidrofobicidad.

Según las características mencionadas serán las propiedades de los compuestos en

términos de: solubilidad, potencial electroquímico, capacidad de transporte a través de

membranas y estabilidad, ya que se pretende entre otras posibilidades, que el

mecanismo de actividad sea por interacción con el ADN.7'8'9

La mayor parte de los agentes antineoplásicos actúan específicamente sobre

procesos como la síntesis de DNA, la transcripción o la función del huso mitótico y por

ende se les considera específicos del ciclo celular.2

La razón para la búsqueda de nuevos compuestos está basada en el deseo de

encontrar compuestos con:

a) Ausencia de resistencia cruzada al cisplatino.

h) Un espectro más amplio de actividad, particularmente en áreas clínicas donde el

cisplatin no ha demostrado efectos terapéuticos significativos.

c) Mayor efectividad clínica antitumoral.

18
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d) Disminución de efectos eméticos y renales.

e) Sinergismo en terapias combinadas.

Aún cuando los ensayos in vitro poseen la gran ventaja de ser rápidos y permiten el

proceso simultáneo de un gran número de muestras, constituyen solo una faceta de la

compleja interacción entre huésped - tumor, en cambio los ensayos in vivo aunque

requieren de mayor tiempo permiten no sólo detectar la actividad del fármaco mediada

por el huésped y los efectos debidos a la molécula en la respuesta inmune, sino además

ayuda a la obtención de índices terapéuticos.9'10'11'12

Dentro de las nuevas moléculas con actividad citostática y antineoplásica tenemos a

las Casiopeínas que son compuestos de coordinación con un centro metálico de cobre. La

familia de las Casiopeínas contienen Cu(II) como metal y quelatos diiminas (NN) con

quelatos aminoacidatos o donadores (00). Son compuestos de coordinación análogas al

cisplatino, que se diseñaron considerando diferentes parámetros y propiedades químicas

como son: el metal y su estado de oxidación, número de coordinación del metal,

propiedades de solubilidad, potencial electroquímico, capacidad de transporte a través de

las membranas y estabilidad del mismo.

De acuerdo a estudios realizados con Cisplatino se ha encontrado que ios

compuestos de coordinación que cumplan con ios siguientes postulados tienen potencial

antineoplásico:6'7'8

a) Deben intercambiar rápidamente sólo algunos de sus ligantes en reacciones con

moléculas biológicas.

b) Los complejos deben ser eléctricamente neutros.

c) Son necesarios dos ligantes cis monodentados (o uno bidentado) como grupo

saliente. Los isómeros trans son inactivos.

d) Las velocidades de intercambio de estos ligantes se encuentran en un intervalo
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específico de labilidad.

e) Los ligantes no intercambiables en las moléculas deben estar fuertemente enlazados.

Las Casiopeínas han demostrado cumplir con estos postulados además de tener un

buen efecto antineoplásico en las pruebas in vivo que exige el panel de cernimiento

sugerido por el National Cáncer Institute (NCI). Dentro de las cuates se tiene: El uso de

líneas tumorales murinas transplantables en cepas singénicas, determinación de dosis

letal 50 (DLSo) y toxicidad.1041'12'13'14'15'16

Actualmente se han sintetizado 90 compuestos los cuales se han agrupado en

subfamilias: Casiopeína I, Casiopeína I I y Casiopeína I I I . Estas tres subfamilias son las

que han presentado resultados favorables en estudios realizados in vivo e in vitro.

Para la realización del presente trabajo se seleccionó a la Casiopeína IH- i , que es

[Cu+ (4,4'-dimetiI-2,2'-bipiridtna)(acet¡lacetonato)]N0"3 (Figura 2). Patentado por la Dra.

Lena Ruíz A.17

(+)

Figura 2. Estructura Química de ta Casiopeína Xll-i
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Esta molécula presenta las siguientes características:

> Su toxicidad es debida at parecer por el donador N-N y ios compuestos que poseen

acetilacetonato como segundo ligante, presentan las mejores sobrevidas al ser

evaluada la actividad antineoptásíca en la línea tumoral Leucemia L1210 y Melanoma

B16 en ratones.11

> Induce un efecto recombinogénico débil en Drosophila.12

> En la línea celular SPD8 (V79 mutante) demostró ser un agente altamente

recombinogénico, por lo que su mecanismo de acción podría ser el de inhibición de

las topoisomerasas I y I I . 1 2

> Su DUo aguda en ratones es de 14.6 mg/kg. por vía intraperitoneal.10

> Interacciona con el ADN lineal.18

> Tiene un pKa de 8.25 y un coeficiente de reparto de 0.01364.19

Sin embargo, es necesario llevar acabo otro tipo de estudios como:

Farmacocinética y Farmacodinámia, con el fin de determinar el régimen de dosificación y

margen terapéutico.

Una de las fases importantes son los estudios preclínicos en modelos animales. Para

este tipo de estudios preclínicos es necesario considerar algunos factores importantes

que pueden interferir en el estudio como:

a) El tipo de animal

b) Su edad, sexo, raza

c) Estado de salud, enfermedades congénitas, características fisiológicas, estado

nutricional, etc

Por lo tanto, es necesario conocer las características generales para seleccionar eí mejor

modelo animal, de esta manera se puede controlar un mayor número de variables así

como hacer reproducible dicho trabajo de investigación. En este caso el animal

seleccionado para el estudio fue el conejo. Algunas de las características de este animal
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Biofarrñacia



GENERALIDADES

se describen en el Apéndice I.

1.5 PRUEBAS NO CLÍNICAS DE FÁRMACOS

Antes de que un fármaco pueda ser probado en humanos, debe pasar por una

serie de pruebas de seguridad en animales de laboratorio para reducir el riesgo de

toxicidad. Los estudios cortos en anímales preceden siempre e! inicio de estudios en

humanos.20

La designación, conducción, análisis e interpretación convenientes de los estudios

de seguridad en animales son indispensables para lograr la introducción de una nueva

entidad farmacéutica. Primero y antes que nada es determinar el poder de predicción de

la prueba en animales con relación a la toxicidad en humanos, cuando el resultado en

estos estudios indica serios efectos colaterales del fármaco el estudio se da por

terminado o sé suspende.20

La Food Drug Admlnistration (FDA) usa los datos de estos estudios para decidir si

el fármaco es lo suficientemente seguro para iniciar la administración en humanos.

Inicialmente alrededor de 11 estudios preclínicos, además de estudios in vitro e in vivo

en animales provee información esencial para continuar los estudios clínicos y finalmente

ia aprobación del fármaco.

Aunque los estudios no clínicos resultan ser malos predíctores de la respuesta

clínica, siguen siendo los mejores modelos experimentales para medir e identificar la

actividad biológica y predicción de efectos farmacológicos de fármacos.20'21

Los estudios en animales se desarrollan antes y durante los estudios clínicos, ei

termino "no clínico" es preferible a preclínico cuando se discute el total de estudios in

vitro y no humanos in vivo asociados al desarrollo de nuevos fármacos. Al estudiar las
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características dosis-respuesta, efectos adversos, mecanismos de acción, sitio de acción,

degradación y duración del efecto farmacológico, la FDA y el patrocinador del fármaco

evalúan la probable acción y efectos del fármaco en humanos.20'21'22

La FDA maneja 3 líneas principales de pruebas en estudios no clínicos para fármacos

nuevos:

1. La agencia determina en cada caso que los datos de las pruebas no clínicas muestren

que el fármaco es suficientemente seguro para iniciar y continuar pruebas en

humanos.

2. La agencia recomienda ai patrocinador del fármaco la adecuación y desarrollo de

programas de pruebas antes de iniciar los estudios en animales.

3. La agencia fija los estándares mínimos para conducir las pruebas de toxicidad en el

laboratorio además de la regulación de las buenas prácticas de laboratorio.20'21'22

1.5.1 GUIA FDA DE LOS REQUERIMIENTOS PARA PRUEBAS NO

CLÍNICAS.

Existen dos guías donde se describen en forma muy general los requerimientos

para estudios no clínicos. Una publicada en 1968 por la FDA y la otra en 1977 por la U.S

Pharmaceutical Manufacturera Association (PMA).20'21

A finales de los 80's y principios de los 90's, la FDA ha desarrollado guías de

toxicidad y farmacológicas para estandarizar los requerimientos de las pruebas en

animales para cada clase de fármacos específicos, así como, el uso de tecnologías

computarizadas para el análisis de los datos no clínicos.20'21

Paralelamente con la FDA la Comunidad Europea y el Japón han desarrollado

también guías en esta área, las cuales son similares en principios pero
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diferentes en detalles, bn un esfuerzo para armonizar estas y otras pruebas las

autoridades de regulación y de la Industria Farmacéutica de estas tres regiones

organizaron la Confederación Internacional de Armonización (ICH).

A inicios de 1994 la FDA aceptó las recomendaciones de ICH sobre pruebas de

toxicidad aguda y la duración de pruebas de toxicidad crónica en roedores. Sin embargo,

las guías ICH no consideran los estudios toxicocinéticos, genotoxicos y la selección de

dosis para estudios carcinogénicos.20'21

Por lo que la FDA recomienda a tos patrocinadores cuando se trata de casos

inusuales, en los que se consideran las recomendaciones provenientes tanto de guías de

FDA e ICH. Cuando el patrocinador inicia el dialogo con FDA para revisar el tipo y número

de pruebas no clínicas requeridas, estas se consideran de acuerdo a factores importantes

como son:20-21'22

•> Estructura química del fármaco y la similarídad de estructura con compuestos

conocidos por la FDA de los cuales se conoce su perfil de segundad.

• El uso propuesto del fármaco en humanos.

• Grupo de la población al que es dirigido (ancianos, infantes, mujeres, etc.).

• Características especiales del patrón de uso del fármaco (Por ejemplo el fármaco

puede ser prescrito con medicación concomitante).

• La vía de administración propuesta para el fármaco.

• La propuesta de duración de la administración (usado por periodos cortos o crónicos).

24

Btoraimacía



GENERALIDADES

1.5.2 TIPOS DE ESTUDIOS NO CLÍNICOS.

Cuando se inicia un programa de pruebas no clínicas, estas se dividen en dos tipos de

estudios, los farmacológicos y toxicológicos. Estos estudios al integrarlos proveen

información sobre los efectos del fármaco en varias especies animales.20'21'22

A. ESTUDIOS FARMACOLÓGICOS.

En estos se pueden observar efectos adversos, por lo que es posible influir en la dirección

de los estudios de toxicidad. Los estudios farmacológicos de un nuevo fármaco se hacen

en diferentes fases:20'21

Cerní miento Farmacológico: Este involucra estudios in vivo e in vitro para determinar

y caracterizar el compuesto con actividad farmacológica.

• Farmacodinamia: Una vez conocida la estructura química se inicia un complicado y

completo estudio cualitativo y cuantitativo del perfil farmacológico del fármaco. Estos

perfiles consisten primeramente en estudios farmacodinámicos. Estos estudios

proveen información sobre la acción del fármaco sobre varios receptores o sistemas

fisiológicos en animales. Los estudios farmacodinámicos deben ser tan extensos para

determinar la relación dosis-respuesta, la duración y mecanismo de acción del

fármaco sobre diferentes sistemas fisiológicos; por ejemplo, neurológico,

cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal, genitourinario, endocrino,

antiinflamatorio, inmunoreactivo, quimioterapéutico y enzimático.20'21 Es función de la

farmacodinamia investigar todos los efectos primarios y secundarios relacionados y no

relacionados con el efecto terapéutico, duración del efecto, toxicidad con dosis altas y

efectos relacionados con otros fármacos.
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• Farmacocinética: Generalmente estos estudios son realzados en múltiples especies.

Los resultados se comparan para determinar la diferencia de ¡a respuesta

farmacológica entre especies y observar como afecta la especie para interpretar los

estudios clínicos. Actualmente estos datos se consideran mucho más importantes en

el aspecto preclínico del desarrollo de fármacos y son básicos para estudios

posteriores de toxicocinética. Los estudios farmacocinéticos se designan de acuerdo al

tipo de información que proporcionen acerca del fármaco, como absorción,

distribución, metabolismo y excreción.

La metodología analítica empleada, generalmente para obtener estos datos incluye:

Absorción U.V., fluorescencia, cromatografía de líquidos de alta resolución, cromatografía

de gases, radioinmunoanalísis y análisis de espectroscopia de masa del fármaco

inalterado y/o metabolitos en tejidos o fluidos.20'21

(a) Estudios de absorción: Generalmente involucra la determinación de la

concentración del fármaco en sangre u orina después de una administración oral, esto

indica la cantidad y velocidad de absorción del fármaco. Los parámetros que se

determinan incluyen: área bajo la curva (ABC), concentración máxima (Cmax) y

tiempo para alcanzar la concentración máxima (tmax). La biodisponibilidad

(fracción del fármaco que llega a circulación sistemica) es dependiente de la cantidad

absorbida, pero también es influenciada por otros factores como la cantidad de

fármaco metabolizado por el hígado antes de llegar a la circulación general.

(b) Estudios de distribución: Provee información sobre la extensión y tiempo de

permanencia o acumulación en tejido y la eliminación del fármaco y/o sus

metabolitos. Para determinar la distribución se sacrifican animales en intervalos de

tiempo posteriores a la administración y se mide la concentración del fármaco y/o sus

metabolitos en los tejidos seleccionados. El volumen de distribución representa

otro parámetro que se determina en la distribución del fármaco.
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(c) Estudios de metabolismo: La estimación y cuantíficación del patrón meta bol ico

del fármaco son esenciales para un completo conocimiento derla eficacia y toxicidad,

puesto que diferentes especies pueden presentar mayor o menor toxicidad debido al

metabolismo. El aclara miento representa la habilidad del organismo para eliminar el

fármaco. El concepto representa la velocidad de eliminación del fármaco con relación

a la concentración. El parámetro de eliminación puede determinarse para órganos

individuales y la suma de todos llega a un aclaramiento total del sistema. En general

una intoxicación potencial disminuye cuando se relaciona con una excreción rápida y

completa.20'21

B. ESTUDIOS DE TOXICIDAD.

Dependiendo de la naturaleza del fármaco, usos y los datos de estudios anteriores se

determina el programa de estudios toxicologicos que pueden incluir todos o algunos de

los estudios siguientes:20'21'22

• Estudios de toxicidad aguda

• Estudios de toxicidad subaguda o subcrónica

• Estudios de toxicidad crónica

• Estudios de carcinogenética

• Estudios de toxicidad especial

• Estudios de toxicidad reproductiva

• Estudios de genotoxicidad

• Estudios de toxicocinética
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1.6 VALIDACIÓN DE MÉTODOS ANALÍTICOS,

La validación de un método analítico se define como el proceso por el cual se

establece mediante estudios de laboratorio, que las características de capacidad del

método cumple con los requisitos para las aplicaciones analíticas deseadas. Los métodos

analíticos que presentan más dificultad para validarse son los que van a ser aplicados en

fluidos biológicos debido principa!mente a que las variables son más difíciles de controlar.

Los parámetros a determinar para la validación son: linealidad, precisión exactitud,

reproducibilidad, especificidad, concentración mínima cuantificable, concentración mínima

detectable y estabilidad. 23 'H25
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I I PARTE EXPERIMENTAL

2.1 REACTIVOS

La Casiopeína IH-i fue sintetizada en la Facultad de Química de la Universidad Nacional

Autónoma de México.17

Acetaminofen

Metanol grado cromatográfico.

Heparina.

El resto de las sustancias empleadas fueron grado reactivo.

2.2 MATERIAL BIOLÓGICO

Conejos machos Nueva Zelanda con peso promedio entre 2.0 y 3.0 Kg. Sin restricción

alimenticia.

2.3 EQUIPO

Cromatógrafo de Líquidos Shimadzu, con bomba ¡socrática (Modelo LC10AS), un detector

U.V de longitud de onda variable (Modelo SPD10AV), inyector con Loop de 50pL

(Cotat,CA,USA) y un integrador Shimadzu (Modelo C-R501).

Columna Symetry® Cis, 5\i, 4.6 x 250mm.

Precolumna security Guard Phenomenex Cía.

Congelador Lab-Une, (Lab-Line Instruments, INC.) Temperatura de -20 °C
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2.4 PREPARACIÓN DE SOLUCIONES

Fase móvil:

Solución A (Buffer de fosfato de sodio): Pesar 0.2177 g de NaH2PO4. 12 H2O

(Lot. 3822 01, J.T Baker®) más 4.9032g de Na2HPO4.12H2O (Lot. 3818 01, J.T Baker®).

Transferir a un matraz volumétrico de 100 mL Disolver y aforar con agua desionizada,

ajustar el pH a 6.1 ± 0.5 con ácido fosfórico.

Solución B: Metanol grado CLAR.

Mezclar 600 mL de solución A más 400 mL de solución B. Se filtra por membrana de 0.45

n y sé desgasifica por ultrasonido.

Solución stock de estándar interno: Pesar 2.5 mg de Acetaminofen y

transferir a un matraz volumétrico de 100 mL, disolver y llevar al volumen con fase móvil

(25 ug/mL).

Solución de trabajo del estándar interno: Tomar 1 mL de la solución stock

del estándar interno y transferir a un matraz volumétrico de 10 mL llevar al volumen con

fase móvil (2.5 ug/mL),

Solución de Casiopeína I l l - i (10 mg/mL): Pesar 100 mg de Casiopeína I IH y

transferir a un matraz volumétrico de 10 mL adicionar 1 mL de Metanol y llevar al

volumen con solución salina fisiológica.
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2.5 MÉTODOS

2.5.1 MÉTODO ANALÍTICO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE CASIOPEÍNA I I I - I

EN SANGRE.

Las condiciones cromatográficas se muestran en !a Tabla VI.

Tabla VI. Condiciones cromatográficas para la cuantificación de Casiopeína I l l - i en

sangre de conejo.

PARÁMETRO

columna

Precolumna

Fase móvil

Flujo

Longitud de onda

Volumen de inyección

Estándar interno

CONDICIÓN ÓPTIMA

Symetry® C18, 5n, 4.6 x 250mm

Security Guard Phenomenex Q8 .

Metanol / PCV3 pH 6.1 , 0.01 M (40:60)

0.8 mL/ mln.

262nm

100 nL, Loop de 50uL

Acetaminofen C2.5,iíg/mL)
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2.5.1.1 PREPARACIÓN DE LA CURVA PATRÓN EN SANGRE DE CONEJO.

Solución stock: Pesar 4mg de Casiopeína III-i y transferir a un matraz volumétrico de

lOmL llevar al volumen de aforo con sangre de conejo (40Qug/ml_). En la Tabla VII se

presentan las concentraciones empleadas en la curva patrón.

Tabla V I I . Preparación de la curva patrón.

Volumen solución

stock (mL)

0.5

1.0

1.5

2.0

3.0

Aforar con

sangre (mL)

10.0

10.0

10.0

10.0

10.0

Concentración

C±9/mL)

20.0

40.0

60.0

80,0

120.0

2.5.1.2 PROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICAR CASIOPEÍNA I I I - i EN SANGRE

DE CONEJOi

En un tubo de centrifuga heparinizado adicionar 600uL de Metanol más 200ul_ de

sangre adicionada con Casiopeína II I- i . Agitar 30 seg. en vortex.

Adicionar 50uL de ZnSÜ4 ai 10% más 150ul_ de estándar interno (Acetaminofen,

concentración 2.5ug/mL en fase móvil). Agitar 30seg. en vortex.

Centrifugar a 5000rpm durante 5min. Separar el sobrenadante e inyectar 100 uL al

cromatógrafo. En la Figura 3 se muestra el diagrama de extracción de la Casiopeína III-i
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600|JL
Metano! Adicionar

200pL sangre (muestra)
Agitar 30seg
en vortex

1S0[iL Acetaminofen
(2.5Mg/mLJ

Agitar 30seg

en vortex

Centrifugar 5min á
5000 rpiü

Adicionar,

Adicionar
50MLZtiSO4al10%

Separar

sobrenadante
Inyectar 100ML al
cromatógrafo

Figura 3. Diagrama de extracción de Casiopeína I l l - i en sangre de conejo.
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2.5.2 VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE

CASIOPEÍNA I l l - i EN SANGRE.

2.5.2.1 Especificidad.23'24'25

La especificidad del método se determinó evaluando que ninguno de los componentes

endógenos de la sangre interfirieran con el tiempo de retención de la Casiopeína I l l - i .

2.5.2.2 Linéátidad del Sistema.23 '24 '25

Para determinar la línealidad del sistema se prepararon 3 curvas patrón de Casiopeína

I l l - i en Metanol en el intervalo de concentración de 20 a 120 ¿¿g/mL Sé gráfico la

relación de áreas de la Casiopeína I l l - i entre el estándar interno contra la concentración,

a fin de determinar si los datos se ajustan a un modelo de regresión lineal simple descrito

por la ecuación (1).

y = mx +b _ /-n

Donde;

y = Relación de áreas de la Casiopeína IIW entre el estándar interno, (RA)

x = Concentración de Casipeína IIW

m = Pendiente

b = Ordenada a! origen
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Los estimados de m y b sé calcularon utilizando el método de mínimos cuadrados con las

ecuaciones (2) y (3).

(2)

(3)

Se determinó la desviación estándar de regresión (Sy/X), coeficiente de variación (CV) y
él coeficiente de determinación {r2) con las ecuaciones (4), (5) y (6) respectivamente.

(5)
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Para demostrar estadísticamente que la respuesta es lineal se realizo un análisis de
varianza, este se describe en la Tabla VII I .

Tabla V I I I . Análisis de Varianza de! modelo y = mx + b

Donde:
c = número de niveles de concentración de la Casiopeína I l l- i .
r= número de inyecciones de cada concentración.
y¿ = totai dei RA a cada nivel de concentración.

FUENTE DE
VARIACIÓN

Regresión

Error de
Regresión

Falta de ajuste

Error puro

GRADOS DE
LIBERTAD

£/*=!

S'FA •- ZlER &BP

g/FJ.-c(r-l)

SUMA DE CUADRADOS

of" . m V vv 1 A V V ^ - ^

FA ~~ ER ^^~-EP

ff-. V ,.2 iL-^i.

MEDIA DE
CUADRADOS

MCR=SCn

se
MCERm^^

8¡ER

Í!FA

FcAL

MCR

MC^

MCFÁ

MCEP
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2.5.2.3 Linealidad del Método23'24'25

La linealidad del método se refiere a la proporcionalidad entre la concentración del

analito y su respuesta. Para su determinación se prepararon 3 curvas de Casropeína I l l - i

en sangre de conejo, de acuerdo con el método descrito en la sección 2.5.1.2, en el

intervalo de concentración de 20 a 120 ^g/mL. Sé gráfico la relación de áreas de la

Casiopeína I l l - i entre el estándar interno contra la concentración, a fin de determinar si

los datos se ajustan a un modelo de regresión lineal simple.

Se determinó la desviación estándar de regresión ( 5 ^ ) , coeficiente de variación {CV) y

el coeficiente de determinación (i2).

Para demostrar estadísticamente que la respuesta es lineal se realizo un análisis de

varianza.

La prueba de hipótesis para la ordenada ai origen se calculó con la ecuación (7)

Ho; b = (3

Hi: b * £

Donde; /í = 0

a = 0.05

"V
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La estimación del intervalo de confianza para la ordenada al origen (b) al 95 % se calculó

con la ecuación (8).

Donde:

yy

La prueba de hipótesis para la pendiente se calculó con la ecuación (9)

Ho: m = ó

Hi: m * Ó

Donde: d= 1
a = 0.05

lcal~

s
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La estimación del intervalo de confianza para la pendiente (m) al 95 % se calculó con la

ecuación (10).

Donde:

Sm

m vi -v

2.5.2.4 Precisión del Método (Répetibilidad y Reproducibilidad).23'24'25

La répetibilidad se evaluó en un solo día bajo condiciones idénticas de analista y equipo.

Una concentración conocida de 60>g/mL se inyecto por sextuplicado. Se determinó la

media aritmética {y), desviación estándar (5) y el coeficiente de variación {CV).

La reproducibilidad se evaluó en dos días de trabajo, variando solo el analista y

conservando las condiciones de equipo y laboratorio. Se prepararon 3 curvas patrón de

Casiopeína I l l - i en sangre por cada analista.

El modelo que representa la relación entre la variable de respuesta y factores bajo

estudio (analista / día) se presenta en la ecuación ( l i )
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7(0 ...(11)

Donde:

ygic = RA de la Casiopeína de la k-ésima muestra^ del j*ésimo día por el i-ésimo analista;

fi = media general

a¡ = efecto del analista (reproducibilidad interanalista).
i~ 1,.., a (en este caso a= 2)

Sj(i) = efecto del día anidado en el analista (reproducibilidad intra-ana lista o interdía o interanálisis).
j= if.i./tfCen este caso d = 2)

= error experimental o error asignable al método (repetibilidad);
k=> l, ; ; ¡,r(en este caso r = 3),

Para determinar si ios factores de variación afectan a la variable de respuesta se realizó

un análisis de la varianza, este se describe en la Tabla IX.

Tabla IX; Análisis de Varianza del modelo /#* = ti*a¡ + 6J0) * Ek(w

Donde;
y__ = suma total de RA.
y,,, = suma de RA del i-ésimo analista. j¿,.
YÍJ, = suma de RA de la combinación del i-ésimo analista y .j-ésimóBía.
a = Analista.
d = Día.
r = Repetición.

FÁL.L

FUENTE DE
VARIACIÓN

« i

-

GRADOS DE
LIBERTAD

SUMA DE CUADRADOS

V , , 2 2

dr adr

*- r dr

MEDIA DE
CUADRADOS

MC.~ 'c

FcAL

MC5
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El coeficiente de variación total se calculó con la ecuación (12).

adr
adr-I

adr

•x lOO

-(12)

2.5.2.5 Exactitud. 23'24'25

La exactitud del método también conocida como error sistemático se determinó

preparando 3 curvas de Casiopeína I l l - i en sangre en el intervalo de concentración de 20

a 120 ptQ/mL. Al mismo tiempo se prepararon 3 curvas estándar en metano! a las mismas

concentraciones y se determinó el rendimiento en la extracción a cada concentración. Se

calculó la media aritmética (y), desviación estándar (5) y el coeficiente de variación (CV).
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2.5,2.6 Límite de detección y cuantifícación.23'24'25

Los valores de limite de detección y de cuantificación se determinaron por curva de

regresión.

Se prepararon 3 curvas de Casiopeína I l l - i en sangre en el intervalo de concentración de

5 a

2.5.2.7 Estabilidad. 23 '24 '25

Una muestra de sangre de conejo adicionada con Casiopeína in- i a una concentración de

80(4)/mL, se mantuvo en condiciones de congelación (-20°C) y temperatura ambiente

con luz y sin luz. Se analizó ia muestra a las 0, 24, 48, 72 y 96 h después de la

preparación.

2.S.3 ESTUDIO PRELIMINAR DE LA FARMACOCINETICA DE CASIOPEÍNA IH- i .

Se empleó 1 conejo macho Nueva Zelanda con peso de 2,5 kg.

a) Se rasuró la zona de la oreja, para localizar la vena marginal Una vez localizada la

vena se le colocó el catéter del equipo de venoclisis.

b) Se administró solución salina fisiológica para verificar que no exista filtración.

c) La dosis administrada fue de lOmg/kg. Se pesó 25 mg de Casiopeína in- i y se

disolvió en 30 mL de una mezcla de solución salina fisiológica-Metanol (10:1).

d) La administración se realizó por infusión lenta (0.5 mL/mín.)- El tiempo de

administración fue de 60 min.
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e) Se tomaron muestras antes durante y después de la administración: 0, 5, 10, 20, 30,

40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 140, 160, 180, 210, 240, 270 y 300 min.

f) E! volumen de muestra tomado fue de 0.5 mi de sangre.

g) Las muestras se trataron según el procedimiento descrito en la Figura 3.

2.5.4 ESTUDIO PRECLINICO PARA DETERMINAR LOS PARÁMETROS

FARMACOCINÉTICOS DE LA CASIOPEÍNA I l l - i .

Se emplearon diez conejos machos Nueva Zelanda con peso promedio entre 2.0 y 3.0 kg.

a) A cada uno de ellos se les rasuro la zona de la oreja, para localizar la vena marginal

Una vez localizada la vena se le colocó el catéter del equipo de venoclisis.

b) Se administró solución salina fisiológica para verificar que no exista filtración.

c) La dosis administrada fue de lOmg/kg, preparada en 30 mL de solución salina

fisiológica - Metanol (10:1).

d) La administración se realizo por infusión lenta (0.5mL/min.). El tiempo de

administración fue de 60 min.

e) Se tomaron muestras en los siguientes tiempos: 80, 90,100,110,120, 140, 160, 180,

210,240, 270 y 300 min.

f) El volumen de muestra tomado fue de 0.5ml de sangre.

g) Las muestras se trataron según el procedimiento descrito en la Figura 3.
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2.5.5 DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS FARMACOCINÉTICOS

Se calcularon los siguientes parámetros farmacocinéticos: Concentración sanguínea en el

estado estacionario (Csee), área bajo la curva de 80 a 300m min ( A B Q H ) , área bajo la

curva de cero al infinito (ABCo-J, constante de eliminación (Kel), tiempo de vida media

(ti/2), tiempo medio de residencia (TMR), volumen de distribución aparente (Vd) y

depuración (Cl). Estos se determinaron empleando el paquete estadístico Winnonlin

Professional versión 1.5, Scientific Consulting INC.
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RESULTADOS Y ANAUSIS OE RESULTADOS

I I I RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS

3.1 VALIDACIÓN DE MÉTODO ANALÍTICO PARA LA CUANTIFICACION
DE CASIOPEÍNAIII-i EN SANGRE.

La validación del método analítico es fundamental para ei desarrollo de cualquier estudio

preclínico, ya que durante esta secuencia de pruebas y análisis es donde se evalúa si el

método cumple con los propósitos para cuales fue diseñado además de ser confiable. Los

criterios para la validación del método analítico, se basaron en los lineamientos y

recomendaciones de diferentes organismos internacionales, 23'24'25' LOS resultados

obtenidos fueron los siguientes:

3.1.1 Especificidad.

Antes que nada, se debe demostrar la especificidad del método, con ef fin de establecer

si existen interferencias debidas a sustancias endógenas eri la muestra biológica. En las

Figuras 4 y 5 se presentan los cromatogramas correspondientes al blanco de sangre y

una muestra adicionada con Casiopeína I IH respectivamente, en las cuales se observa

que no existe interferencia en las respuestas cromatográficas de la Casiopeína Ill-i y el

estándar interno con las sustancias endógenas de ta sangre, Et tiempo de retención para

ta Casiopeína III-i fue 10.1 min y del Acetaminofen fue 3.9 min., de aquí, que se

consideró que ei método es especifico.
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15)1

Áceíamiiioí

Heserina

150

Figura 4. Muestra de sangre con el proceso de extracción (Blanco).
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150

m 100
A
b
s

Acetsminofen

parina

Casicpeina I l l - i

Figura 5. Muestra adicionada con Casiopeina llt-i.

•150

100
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3.1.2 Linealidad del sistema.

En la Tabla X se muestran los resultados obtenidos a partir de tres curvas de calibración

en Metanol. Y en ia Figura 6 la gráfica correspondiente.

Tabla X. Linealidad del sistema para cuantificar Casiopeína I I I - i .

Concentración
Cwg/mL)

20

40

60

80

120

Relación de áreas del analito
entre Estándar interno

Curva 1

2.0665

3.7401

5.6132

7.3688

10.8092

Curva 2

2.0678

3.7270

5.6195

7.3391

10.8736

Curva 3

2.0726

3.7412

5.5729

7.3552

10.8349

Promedio

2.0690

3.7361

5.6019

7.3544

10.8392

Parámetro

m = 0.08S5

b = 0.2856

Sv/v = 0.1356

r2 = 0.9982

C.V. = 2.2791

Regresión Lineal:

Y =0.0885"X-K>. 2856

CONCENTRACIÓN! mg/rrt.)

Figura 6. Linealidad del sistema analítico por CLAR para cuantificar Casiopeína fll-¡.
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La curva promedio obtenida para la cuantificación de Castopeína III-i presentó una

lineaíidad satisfactoria en el rango de concentración de 20 a 120 ^g / ml_ con una

pendiente de 0.0885, intercepto de 0.2856 y coeficiente de determinación de 0.9982.

El análisis de varianza del modelo de regresión lineal simple para la lineaiidad del sistema

de Casiopeína III- i se presenta en ia Tabla XI. Donde se observo que la relación de áreas

del analito entre el estándar interno y la concentración tienen una relación lineal, ya que

> 0.01.

Tabla XI . Análisis de Varianza del modelo y = 0.088Sx + 0.2856

Fuente de
variación

Regresión

Error de
regresión

Falta de
ajuste

Error puro

Grados de
Libertad

1

13

3

10

Suma de
cuadrados

139.0940

0.239015

0.0930

0.1460

Media de
cuadrados

139.094

0.0184

0.0310

0.0146

Fcal

7565.31

2.1243

KFcal)

3.0343E-7

0.1604
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3.1.3 Linealidad del método

Los resultados obtenidos de las tres curvas en sangre de conejo se presentan en la Tabla

XII y la gráfica correspondiente en la Figura 7.

Tabla XI I . Linealidad del método para cuaratificación de Casiopeína I I I - i en sangre.

Concentración
(ug/mL)

20

40

60

80

120

Relación de áreas del analito
entre Estándar interno

Curva 1

1.8242

3.6015

5.2748

6.9966

9.6987

Curva 2

1.8753

3.5770

5.3440

6.9043

9.7083

Curva 3

1.8654

3.5902

5.4094

7.0628

9.6236

Promedio

1.8550

3.5896

5.3427

6.9879

9.6769

Parámetro

m = 0.0785

b = 0.4680

Sv/U = 0.1994

r2 =0.9952

C.V = 3.6325

•

" X
X

1 . 1 . 1

X
x

y

Reg^sión Lines

Y =0.07B5*X 0.4680

20 40 60 80 100 12D

CONCOsfTRACIÓN (rrtg/rrt_)

Figura 7. Linealidad del método analítico por CLAR para cuantificar Casiopeína Ill-I en

sangre de conejo.
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El análisis de varianza del modelo de regresión lineal simple para la linealidad del método

de Casiopeína I l l - i en sangre se presenta en la Tabla XIII.

Tabla X I I I . Análisis de Varianza del modelo y - 0.0785x + 0.4680

Fuente de
variación

Regresión

Error de
regresión

Falta de
ajuste

Error puro

Grados de
Libertad

i

13

3

10

Suma de
cuadrados

109.3720

0.5171

0.4893

0.02781

Media de
cuadrados

109.3720

0.0398

0.1631

0.0029

Fea!

2749.73

58.6503

P(Fcal)

7.2085E-8

2.2990E-5

La curva promedio obtenida para la cuantificación de Casiopeína I l l - i en sangre

presentó una linealidad satisfactoria en el rango de concentración de 20 a 120 ng/ mL

con una pendiente de 0.0785, intercepto de 0.4680 y coeficiente de determinación de

0.9952. Presento un coeficiente de variación de 3.6325 % el cual es aceptable, para

métodos analíticos en fluidos biológicos.

Del análisis de varianza se observo que la relación de áreas del analito entre el estándar

interno y la concentración tienen una relación lineal, ya que P{Fca) > 0.01.

Los resultados obtenidos en la prueba de hipótesis para la ordenada al origen fueron los

siguientes:

t calculada = 4.3038

t tablas = 1-7709
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Por lo que se puede decir que existe evidencia estadísticamente significativa para

aceptar ia hipótesis nula (Ho: b = 0 ).

El intervalo de confianza al 95 % para la ordenada al origen fue:

0.2331 F R < £ < 0.7030 FR

Los resultados obtenidos en la prueba de hipótesis para la pendiente fueron los

siguientes:

t calculada = 615.7740

t tablas = 1-7709

Por lo que se puede decir que existe evidencia estadísticamente significativa para

aceptar la hipótesis nula (Ho: m = 1 ) .

El intervalo de confianza al 95 % para la pendiente fue:

0.0752 ftg/mU FR < ó < 0.0817 fig/ml/ FR
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3.1.4 Precisión del método (Repetibilidad y Reproducibilidad).

REPETIBILIDAP:

En la Tabla XIV se muestran los resultados de repetibilidad para la concentración de 60

//g/mL

Tabla XIV. Repetibilidad de Casiopeína Il l- i. (concentración 60 /¿g/mL)

Inyección
1
2
3
4
5
6

Promedio
Desv. Estándar

C.V

Relación de áreas de] analito entre
estándar interno

4.9609
5.1084
5.1918
5.0845
4.9180
5.1084
5.0527
0.1003
1.9798

El método analítico fue repetible, Dado que el coeficiente de variación para las seis

inyecciones es menor al 2 %.

REPRODUCIBILIDAD:

En la Tabla XV y XVI se resumen los resultados de analizar 3 curvas de calibración en

dos días diferentes y dos analistas diferentes.
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Tabla XV. Reproducibilidad de Casiopeína 114—i Analista 1.

Conc.

(ug/mL

20

40

60

80

120

Primer Día

FR1

1.8242

3.6015

4.2748

6.9966

9.6887

FR2

1.8753

3.5770

5.3440

6.9643

9.9083

FR3

1.8654

3.5902

5.4094

7.0628

9.8623

Segundo Día

FR1

1.8535

3.5833

5.2912

6.8532

9.9938

FR2

1.8824

3.6500

5.5522

6.5532

9.7503

FR3

1.8985

3.6035

5.4132

7.0927

9.9582

Promedio

1.8666

3.6009

5.3808

6.9205

9.8603

Desv. Estd.

0.0257

0.0261

0.1018

0.1985

0.1194

C.V

1.3792

0.7256

1.8928

2.8686

1.2107

FR= Factor de respuesta área estándar/ estándar interno.

Tabla XVI. Reproducibilidad de Casiopeina Ill-i Analista 2.

Conc.

C«g/mL

20

40

60

80

120

Primer Día

FR1

1.8899

3.6407

5.2122

7.0756

10.0564

FR2

1.8269

3.6434

5.3986

7.0853

10.0523

FR3

1.8122

3.6987

5.3873

7.1750

10.0565

Segundo Día

FR1

1.8027

3.9567

5.7233

7.0987

10.0676

F R 2 n

1.8430

3.6679

5.3327

7.1119

1.055.1

FR3

1.8550

3.5896

5.3427

6.9879

9.9979

Promedio

1.8383

3.6995

5.3995

7.0891

10.0476

Desv. Estd.

0.0318

0.1310

0.1719

0.0607

0.0249

C.V

1.7275

3.5416

3.1838

0.8564

0.2480

FR= Factor de respuesta área estándar/ estándar interno.

En la Tabla XVII se muestra el análisis de varianza para la reproducibilidad del método

analítico.
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Tabla XVII. Análisis de Varianza del modelo y¡jk-1¿ + a¡ + <%; + Ek(ij)

FUENTE DE
VARIACIÓN

Analista

Día

Error del
Método

GRADOS DE
LIBERTAD

1

2

8

SUMA DE CUADRADOS

0.0010

0.0354

0.1642

MEDIA DE
CUADRADOS

0.0010

0.0177

0.0205

FcAL

0.0589

0.8634

P(Fcal)

0.8224

0.5396

Al comparar los resultados (relación de áreas) entre dos analistas dos días diferentes,

ninguno de los coeficientes de variación fue mayor a 10 % y el coeficiente global fue de

2.5058 % por lo que el método es reproducible. De igual forma, no se encontraron

diferencias estadísticamente significativas (p > 0.05) entre analistas y entre días al aplicar

el análisis de varianza de dos vías.

3.1.5 Exactitud del método.

En la Tabla XVIII se muestran los valores de la cantidad recuperada de tres curvas

adicionadas con Casiopeína II I- i . Y en la Tabla XIX se presenta el porciento recuperado

promedio, desviación estándar y coeficiente de variación.
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Tabla XVII I . Cantidades Recuperadas de tres curvas adicionadas con Casiopeína I I I - i .

CA (tigfmL)

20

40

60

80

120

CR 1 (»g/mL)

17.8487

37.4799

56.8625

74.5894

110.2314

CR 2(/tg/mL)

18.1767

38.2368

59.8245

71.1847

107.4680

CR 3 G*g/niL)

18.3594

37.7091

58.2471

77.3074

109.8274

CA = Concentración adicionada.

CR = Concentración Recuperada.

Tabla XIX. Porciento Recuperado promedio, desviación estándar y coeficiente de

variación de tres curvas adicionadas con Casiopeína I I I - i .

% Recuperado

promedio

90.6412
94.5215
97.1856
92.9506
90.9797

Desviación

Estándar

1.2938
0.9704
2.4701
3.8347
1.2438

Coeficiente de

Variación

1.4274
1.0267
2.5416
4.1255
1.3671

De acuerdo con la Tabla XIX se observa que el porciento de recobro promedio esta entre

90.6412 y 97.1856 % con un coeficiente de variación entre 1.0267 y 4.1255 %, por lo

que se puede considerar adecuado para la determinación de Casiopeína I l l - i en sangre

para el estudio predínico.
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3.1.6 Limite de detección y Limite de cuantificación.

Los limites de detección y cuantificación se determinaron por curva de regresión, en la

Tabla XX se muestran la relación de áreas del analito entre el estándar interno de tres

curvas adicionadas con Casiopeína I l l - i , promedio, desviación estándar y coeficiente de

variación.

Tabla XX. Relación de áreas de tres curvas adicionadas con Casiopeína I l l - i para

determinar LDD y LDC.

Concentración.

(ug/mL)

5

10

15

20

R A Í

0.5025

0.8582

1.3227

1.8242

RA2

0.4937

0.8605

1.3585

1.8753

RA3

0.5102

0.8597

1.3820

1.8654

Promedio

0.5021

0.8595

1.3544

1.8550

Desviación

estándar

0.0083

0.0012

0.0299

0.0271

Coeficiente de

variación

1.6442

0.1359

2.2048

1.4610

RA = Relación de áreas del anañito entre e¡ estándar interno.

Se considero la curva de calibración de la linealidad del método representada por la

ecuación y = 0.0785x + 0.4680, y se calculo la respuesta a concentración cero, esta fue

Ybi = 0.4680.

Se determino la desviación estándar de la respuesta a concentración cero, efectuando el

análisis de regresión tomando la concentración como x y la desviación estándar como y,

la recta calculada fue: y= 0.0063x + 0.0357.

La desviación estándar a concentración cero fue Sbi = 0.0357.
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Los limites de detección y cuantificación se calcularon con las ecuaciones (13) y (14)

respectivamente:

= -bl+—-^ (13)
m

bl- (14)

Al sustituir y calcular se obtuvo:

LDD = 1.6776 /¿g/mL

LDC = 5.

3.1.7 Estabilidad.

En la Tabla XXI se muestran los datos de estabilidad de la muestra sanguínea mantenida

en condiciones de congelación (-20°C), temperatura ambiente con luz y en oscuridad . Y

en la Figura 8 la gráfica de la estabilidad de Casiopeína UI-¡ (concentración de 80
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Tabla XXI. Estabilidad de Casiopeína I I I - i . (concentración

Tiempo (h)

0

24

48

72

96

Promedio

Desv. Estd

c.v.

% de Recobro

Refrigeración (4°C)

100.52

100.89

99.97

99.77

99.85

100.20

0.4845

0.4835

Temperatura ambiente

(oscuridad)

99.87

75.05

82.72

65.57

50.24

74.69

18.5716

24.8649

Temperatura ambiente

(con luz)

101.52

87,60

51.12

42.89

23.13

61.25

32.4378

52.9579

110 r

100

90 -

80 -

70

60

50

40

30

20

-•-Congelación [-20«Q
•e-Temp Ambiente oscuridad

• Temperatura Ambiente c/Lui

20 40 60

"Tiempo (H)

100

Figura 8. Estabilidad de Casiopeina til—i en condiciones de Congelación, Temperatura ambiente en

oscuridad y Temperatura ambiente con luz (concentración 80 ¿¡g/mL).
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De los resultados obtenidos se puede observar que la muestra extraída y mantenida a

temperatura ambiente con exposición a la luz se degradó en un 76.9 % a las 96 h y la

muestra protegida de la luz a temperatura ambiente se degradó hasta un 50.8 %,

mientras que la muestra mantenida en congelación solo se degradó un 0.15 % en 96 h.

Con ello se encontró que las muestras deben mantenerse en congelación y protegidas

de la luz, y que es preferible analizarlas dentro de las 96 h después de ser extraídas para

asegurar su estabilidad.

Con base en los resultados anteriores se consideró que el método utilizado para la

cuantificación de Casiopeína I l l - i en sangre es adecuado para el estudio de

Farmacocinética.

3.2 Estudio preliminar de Farmacocinética de Casiopeína I l l - i .

En la Tabla XXII se presentan las concentraciones sanguíneas encontradas durante y

después de una administración de Casiopeína I l l - i por infusión intravenosa. Y en la

Figura 9 la gráfica correspondiente a la Farmacocinética del fármaco.

"Biofarmacia



RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS

Tabla XXII. Concentraciones sanguíneas de Casiopeína I l l - i . Estudio Preliminar

Tiempo

(min.)

5

10

20

30

40

50

60

70

80

90

Conc.

Sanguínea

0*g/mL)

16.5509

17.6797

43.8964

41.3250

80,0998

91.2092

120.6638

120.4884

119.0464

117.1864

Tiempo

(min.)

100

110

120

140

160

180

210

240

270

300

Conc.

Sanguínea

(¿íg/mL)

89.6179

72.6733

65.7797

44.1479

30.1479

21.1990

NC

NC

NC

NC

NC= Nocuantificable.

100 -

10

50 100 150

Tierrpo (min)

2C0 250 3C0

Figura 9. Perfii Farmacocinético de Casiopeína Itl-i, después de una administración por Infusión

Intravenosa. {Ko = 416.67 ¡ig/min.)

63

"Biotarmacia
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En este caso en que la velocidad de entrada del fármaco al torrente sanguíneo se realiza

de acuerdo a un proceso cinético de orden cero, con una administración continua a

velocidad constante (Ko = 416.67 fig/min.), y cuando la velocidad de eliminación desde

el sistema es de tipo exponencial, el fármaco tiende a alcanzar un estado estacionario de

equilibrio. En este estado estacionario ia velocidad de eliminación es igual a la velocidad

de entrada del fármaco43'44. Este modelo se puede representar por el esquema descrito

en la Figura 10.Y las ecuaciones para determinar tos parámetros farmacocinéticos a partir

de este modelo se describen en el apéndice I I

Ko X X Ke

Figura 10. Esquema que describe el modelo farmacocinétioo de una administración por Infusión

Intravenosa

En la Tabla XXIII se muestran los resultados obtenidos para los parámetros

farmacocinéticos en el estudio preliminar.
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Tabla XXI I I . Parámetros Farmacocinéticos de Casiopeína I I I - i . Estudio preliminar.

Parámetro

Peso del Conejo

Dosis administrada

Ko

ÁBC[

ABC;

Csee

Ke

tl/2

Vd

Cl

TMR

Resultado

2.5 kg.

25 mg.

416.67/i g/min.

13079.83//g/mLmin.

20014.53/ig/mL.min.

120.26 fig/ml.

0.0148 min"1.

46.83 min.

219.3 mL

1.91 mL/min.

88.88 min.

Basándose en estos resultados y a la gráfica de concentración sanguínea versus tiempo

en donde se observa que la fase terminal de la curva es a partir de 80 min.

aproximadamente, se determinan los parámetros Farmacocinéticos de la Casiopeína III-i

en 10 conejos.
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3.3 Farmacocinética de Casiopeína I l l - i ,

En las Tablas XXIV y XXV se muestran tos resultados de las concentraciones sanguíneas

encontradas después de una administración por infusión intravenosa de 10 conejos. Y en

las Figuras 11 y 12 las gráficas correspondientes a los perfiles farmacocinéticos.

Tabla XXIV. Datos de concentración sanguínea del conejo 1 al 5.

Tiempo (mín)

80

90

100

110

120

140

160

180

210

240

270

300

Concentración sanguínea (M9/mL)

Conejo i

116.1022

105.7892

98.3970

75.5027

76.9566

31.5659

26.2693

NC

20.7621

NC

NC

NC

Conejo 2

120.8526

97.1445

87.1900

693229

47.7080

28.1598

20.2609

P

21.3968

NC

NC

NC

Conejo 3

119.1360

110.5367

89.2565

P

54.8551

46.7487

31,3251

22.5589

NC

NC

NC

NC

Conejo 4

111.7257

103.7881

82.3571

69.3010

56.2530

43.0412

22.7257

NC

NC

NC

NC

NC

Conejo 5

119.5480

117.1510

119.0592

77.1739

61.1778

51.8962

24.4343

NC

NC

NC

NC

NC

P= datos perdidos.

HC= No cuantificable.
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Tabla XXV. Datos de concentración sanguínea del conejo 6 al 10.

Tiempo

(mín)

80

90

:oo
110

120

140

160

180

210

240

270

300

Concentración sanguínea (pg/mL)

Conejo 6

115.8505

116.9868

110.5446

84.9684

81.1844

68.5479

47.0844

NC

NC

NC

NC

NC

Conejo 7

120.0774

113.5542

P

107.4889

97,6393

75.9336

88.0388

48.7761

43.8131

23.8873

NC

NC

Conejo 8

117.5308

115.2733

106.2621

110.2570

P

98.2365

34.6957

21.3654

NC

NC

NC

NC

Conejo 9

112.1586

72.0731

62.6243

55.9329

51.8275

P

52.2589

42.9128

39.9122

31.3226

21.9162

NC

Conejo 10

120.0513

P

109.9395

91.7501

76.5939

79.3825

61.0790

48.5982

34.4262

38.4098

NC

NC

P~ datos perdidos.

NC= No cuantíficable.
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100 -

10

—• — Conejol
—•—Core(o2

* - Ccnejo3
—T—Conejo4

- Coneio5

50 100 150 200

Tiempo (min)

250 300

Figura 11. Perfil Farmacocinético de Casiopefna lll-¡, después de una administración por infusión

Intravenosa. Fase termina! conejos 1 al 5.

100 -

150 2C0

TieiTpo (mía)

250

Figura 12. Perfil Farmacocinótico de Casiopetna III-¡, después de una administración por Infusión

Intravenosa. Fase terminal conejos 6 al 10.
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En la Tabla XXVI se muestran los datos de concentración sanguínea promedio ±

desviación estándar y el coeficiente de variación. En la Figura 13 se observa el perfil

farmacocinético de la Casiopeína III-i promedio ± desviación estándar.

Tabla XXVI. Datos de concentración plasmática promedio ± desviación estándar y

coeficiente de variación.

Tiempo (min)

80

90

100

110

120

140

160

180

210

240

270

300

Conc. Sanguínea promedio

(M9/mL)± DE

117.3033 ± 3.2901

105.8108 ± 14.3299

96.1813 ± 17.5768

82.4109 ± 18.0882

67.1318 ± 16.6968

58.1680 ± 23.6792

40.7172 ± 21.6284

33.8034 ± 14.4088

32.0621 ± 10.5681

31.2066 ± 7.2619

21.9162 ± NC

NC

Coeficiente de

variación (%)

2.8048

13.5429

18.2746

21.9488

24.8713

40.7082

53.1186

42.6254

32.9613

23.2706

NC

NC

NC= No cuantifícablc.
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100

10
50 100 150 200

Tiende (rrin.)

250 300

Figura 13. Perfil Farmacocinético de Casiopeina lll-i promedio. Datos de la fase terminal después de

una administración por infusión intravenosa.

La Tabla XXVII muestra los parámetros farmacocinéticos obtenidos para cada uno de los

conejos y en la Tabla XXVIII los parámetros promedio ± desviación estándar y coeficiente

de variación, estos fueron obtenidos con la ayuda del programa Winnonlin Professional

versión 1.5, Scientífic Consulting INC.
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Tabla XXVII. Datos de los parámetros Farmacocinéticos para Casiopeina XII-i de cada uno de los conejos.
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Tabla XXVIII. Parámetros Farmacocinéticos promedio ± D.E y coeficiente de variación.

Parámetro

Peso (kg.)

Dosis administrada (mg.)

ABCg0 Cug/mL.min.)

ABC%Q (|ig/mL.min.)

Csee

Og/mL)

Ke

(min"1,)

tl/2

(min.)

Vd

(mL)

Cl

(mL/min.)

Promedio ± D.E

2.93+ 0.-15

29.30+ 4.50

14058.29+ 2921.22

23163.85 ± 6636.34

117.42+ 3.26

0.0150 ± 0.0053

53.92+ 25.41

202.81 ± 33.88

2.08+ 0.47

Coeficiente de variación

15.35

15.35

20.78

28.65

2.77

35.32

47.13

16.71

22.40
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En las Tablas XXIV y XXV donde se presentan las concentraciones sanguíneas una vez

finalizada la infusión intravenosa, en la que se puede observar que los valores siguen una

tendencia similar a los observados en el conejo del estudio preliminar; donde se tiene el

perfil completo de la administración por infusión intravenosa (Figura 9).

Al comparar los perfiles obtenidos para los diez conejos (Figuras 11 y 12) se puede

apreciar que la fase terminal de estos tiene un comportamiento similar con los

observados en la Figura 9. Esta tendencia se aprecia mejor en la Figura 13, donde

muetra el promedio de las concentraciones sanguíneas de Casiopeína I l l - i obtenidas.

Este comportamiento es característico de un Modelo Abierto de un Compartimento,

considerando esto y que el fármaco fue administrado a una velocidad de infusión (Ko) de

490.33 \JLQI min, se calcularon los parámetros fatmacocinéticos de la Casiopeína I l l - i para

cada uno de los conejos con ayuda del programa Winnonlin Professiona! versión 1.5.

Estos resultados se resumen en la Tabla XXVII, y tos resultados promedio se encuentran

en la Tabla XXVIII.

Se encontró que los niveles sanguíneos en el estado estacionario (Csee) fueron 117.42 ±

3.26 //g/mL y 120.26 ^g/mL para el estudio preliminar, este nivel sanguíneo esta entre

el rango encontrado para los diez conejos.

La constante de eliminación fue 0.0150 ± 0.0053 min*1 igual a la encontrada en el

estudio preliminar (0.0148 min'1). El tiempo de vida media (ti /2) fue 53.92 ± 25.41 min.,

y el área bajo la curva {ABC£)t 23163.85 ± 6636.34 ¿fg/mL.min. Los resultados

obtenidos en el estudio preliminar también están dentro del rango encontrado para los

diez conejos.
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El aclaramiento total (CIT) fue de 2.08 ± 0.47 mL/min., y el volumen de distribución

aparente (Vd) de 202.81 ± 33.88 mL Considerando que el volumen sanguíneo para un

conejo es de 60 mL/Kg de peso, el volumen sanguíneo promedio para los conejos seria

de aproximadamente 175.8 mL, !o qyenos indicaría que el fármaco se distribuye en agua

plasmática. Aunque como sabemos el volumen de distribución de un fármaco es una

constante de proporcionalidad matemática que relaciona masa y concentración y no

representa necesariamente, una realidad fisiológica43'44. Al determinar el tiempo medio

de residencia (TMR), se encontró un valor de 90.86 ± 14.93 min. Al comparar los valores

obtenidos en el estudio preliminar para el aclaramiento, volumen de distribución aparente

y tiempo medio de residencia se encontró que son muy parecidos.

A pesar de la gran variabilidad que existe entre los conejos, se puede observar que los

parámetros farmacocinéticos encontrados en el conejo en el cual se tomaron muestras

sanguíneas durante la infusión, como los que solo se tomaron muestras una vez

terminada la infusión presentaron resultados similares, con esto se justifica el hecho de

que para el estudio final solamente se tomaron muestras sanguíneas una vez terminada

la infusión intravenosa, es decir, a partir de 80 min., ya que como se aprecio en el perfil

farmacocinético del estudio preliminar (Figura 9) en ios tiempos de 50 a 80 min. se

aprecia una meseta, lo que significa haber alcanzado niveles sanguíneos en estado

estacionario, en donde la velocidad de salida (ke) es igual a la velocidad de entrada

(ko ). Así que la fase de eliminación empieza aproximadamente los 80 min.
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Por otro lado, es importante destacar que esto datos farmacocinéticos son los primeros

para la Casiopeína I IH, por lo que a partir de estos se pueden hacer una serie muy

amplia de estudios posteriores, entre los que destacarían, la unión a proteínas, estudios

con dosis múltiples para determinar si el fármaco sigue una cinética linea! (dosis

independiente) o no lineal (dosis dependiente); diferentes vías de administración para

determinar biodisponibilidad y constante de absorción.

Finalmente, por tratarse de un fármaco nuevo aún se tiene mucho campo por investigar

y muchas preguntas por contestar, por lo que este trabajo soto representa una pequeña

aportación en el conocimiento del comportamiento de estas moléculas dentro del

organismo.
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IV CONCLUSIONES

El método analítico por cromatografía de líquidos de alta resolución para la

cuantificación de Casiopeína I l l - i en sangre de conejo, fue lineal, selectivo, específico,

exacto, reproducible y repetible en un intervalo de concentración de 20 a 120 ug/mL.

Las muestras deben ser extraídas y mantenidas en congelación protegidas de la luz,

para evitar su degradación. Además de que es preferible que sean analizadas dentro

las 96 horas posteriores a su extracción. El método analítico es sencillo y requiere un

volumen pequeño de muestra (200 \xQ, por lo que es confiable para ser empleado en

estudios farmacocinéticos.

Al determinar el perfil farrnacocinético de la Casiopeína I l l - i , este se ajusta a un

Modelo Abierto de un Compartimento.

Los parámetros farmacocinéticos obtenidos fueron los siguientes: Constante de

eliminación (Kel) 0.0150 min"1.. Tiempo de vida media (ti/z) 53.92 min. Presenta un

volumen de distribución aparente (Vd) de 202.81 mL y una depuración (Ci) de 2.08

mL/min. El área bajo la curva (ABC) fue de 23163.85 ug/mL. min.
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V APÉNDICE I

5.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS CONEJOS.

Los conejos estuvieron mucho tiempo incluidos en el orden rodentia de los que se han

separado por sus características especiales. A diferencia de los roedores que tienen 4

incisivos, los lagomorfos tienen 6, un par accesorio que se localiza inmediatamente atrás

del par de incisivos superiores; este par de accesorio carece de filo y solo es

moderadamente útil, sin embargo constituye la base científica para alojar a estos

animales en un orden separado: los lagomorfos.29 Además de las características de

dentición, los lagomorfos presentan otras diferencias con respecto a los roedores:

a) Son terrestres

b) Comen solamente vegetales

c) Sus molares presentan corona elevada y carecen de raíces

d) El escroto se encuentra en la parte anterior del pene, igual que en los marsupiales.

En la mayoría de los mamíferos placentarios el escroto se encuentra situado detrás del

pene.29'30

En la actualidad como Orytagus Cuniculus, siendo el único genero del conejo europeo

ia liebre (Lepus) y el conejo americano (Sylvilagus) pertenecen a géneros distintos sin

que entre ellos se produzcan cruzas fértiles.30
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5.2 TAXONOMÍA.

Clase: Mammalia

Orden: Lagomorpha

Familia: Leporidae

Género: Oryctolagus

Especie: cuniculus

5.3 RAZAS Y VARIEDADES.

La American Rabbit Bredders Association (ARBA) enlista 30 razas y cerca de 80

variedades de Orytagus cuniculus. Las razas varían en tamaño, color de pelo, así como

las que han sido seleccionadas para la producción de pelo, carne o fines de laboratorio.

Las principales diferencias se refieren al tamaño, que va desde el gigante de Flandes, de

más de 5Kg de peso, a! minúsculo ele Holanda,29'30'31

5.4 PRINCIPALES USOS DEL CONEJO EN LA INVESTIGACIÓN.

Las ventajas que presentan los conejos para su uso como modelos animales son

debidas a ciertas características como son: su tamaño medio, docilidad y facilidad de

manejo. De acuerdo a la raza, el conejo varía considerablemente de peso y

conformación, proporcionando una serie de tamaños elegibles con los cuales se puede

trabajar. Su taza de madurez, su fertilidad y hábitos alimenticios, permiten la obtención

de muestras estadísticamente satisfactorias.

Las grandes venas de las orejas proporcionan un acceso fácil al sistema

circulatorio y lo han convertido en un recurso valioso en la investigación seroiógica e

inmunológica. La calidad y cantidad de anticuerpos del conejo son
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frecuentemente consideras superiores a las de todos. Debido a su hipersensibilidad a los

irritantes, los conejos son utilizados en una gran cantidad de pruebas de control de

calidad de productos aplicados a nivel cutáneo así como también para probar la presencia

de pirógenos en sustancias preparadas para uso parenteral. En la Tabla XX se muestran

algunos estudios en los cuales se emplean conejos como modelo animal. Y en la Tabla

XXI se presentan los valores sanguíneos normales para los conejos.

Para la aplicación de fármacos y anestesia se emplean las siguientes vías: 30 '3i

Subcutánea: Debajo de la piel de la espalda se puede aplicar hasta 30ml. (aguja N. 22).

Intramuscular: Se aplica en ios muslos de los miembros posteriores (aguja N. 22-25).

Intraperitoneal: Se aplican en la parte posterior del abdomen (subumbilical). La

aplicación debe evitarse del lado derecho ya que se corre el riesgo de puncionar ei ciego,

se puede inyectar hasta 40ml de líquido (aguja N. 22).

Endovenosa: A través de la vena marginal de la oreja (aguja N.22).

Oral: Por sondeo esofágico, la sonda gástrica para el conejo debe ser de los números 5,

8 o 10 (2-3-5mm de diámetro). El tubo se pasa a través de un orificio practicado sobre

una pieza de madera, pieza que se coloca en forma de bocado en el diastema del animal

impidiendo así que muerda la sonda. También se puede ocupar una jeringa sin aguja por

el espacio interdentario.

Nasal: Con una jeringa se gotea sobre él orifico nasal.

81
"Biotarmacia



APENCICEI

Tabla XXI. Modelo animal para el estudio de algunas enfermedades en donde se
emplean conejos.31

ENFERMEDAD

Metabólicas y por deficiencias
nutricionales

Hereditarias

Endocrinolóqicas

Relacionadas a la fisiología
reproductiva

Investigación sobre cáncer

MODELO ANIMAL

Arteriesclerosis
Hipocalcemia
Distrofia muscular

Ácondroplasia
Glaucoma hereditario
Osteoporosís
Espina bífída
Tiroiditis
Deficiente desarrollo qonodal
Hipocalcemia postparto
Toxemia de la preñez
Tumores uterinos

Adenocartinoma
Papiloma

EQUIVALENCIA EN EL
HUMANO
Arterioscferosis
Hipoparatiroidismo aqudo
Distrofia muscular

Ácondroplasia
Glaucoma
Osteoporosis
Espina bífída
Tiroiditis crónica
Deficiente desarrollo gonodal
Hipocalcemia postparto
Toxemia de la preñez
Tumores uterinos
Adenocarcinoma (enfermedad
con similitudes reservadas)
Papiloma

Tabla XXII. Valores sanguíneos normales para conejos.30'31

PARÁMETRO

Volumen sanguíneo

Eritrocitos

Plaquetas

Leucocitos

Neutrófilos

Línfocitos

VALOR

60ml /Kg (pv)

5-5.510 células / mi

24010 células /mi

8 - 103células/ml

45%

50%

PARÁMETRO

Monocitos

Eosinófilos

Basófilos

Hematocrito

Hemoglobina

Tiempo de sangría

VALOR

3%

1%

2%

41.5

13.5 %

1 min.

'Biorarmacia
82



APÉNDICE I I

• 1

"Biorarmacia



APENCXCE I I

VI APÉNDICE II

La ecuación diferencial que describe e! proceso de cambio de la cantidad de Casiopeína

Ill-i en función del tiempo después de una administración por vía intravenosa a velocidad

constante es:

di

Donde:

Cs-HI-i Es la cantidad de Casiopeína l í l - i .

Ko La constante de velocidad de infusión.

Ke La contante de velocidad de eliminación.

La forma integrada de la ecuación (15) es:

K.o.
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APENCICE II

Como la velocidad de eliminación se expresa por la concentración de la Casiopeína III-i

en el compartimento sanguíneo, la ecuación (16) puede expresarse en función de

concentración dividiendo ambos términos por el volumen de distribución.

- e -*) (17)c
Vd VdfCe

La ecuación (17) demuestra que con una infusión constante se debe alcanzar el nivel

estacionario a t infinito, ya que el termino (1-e ^) para ese tiempo se reduce a la unidad.

Por lo tanto tenemos:

....(18)
VdKe

Donde:

Cee Concentración en el estado estacionario.

Una vez que se suspende la infusión, la concentración sanguínea desciende en forma

exponencial, tal como sucede tras una inyección intravenosa instantánea. La ecuación es

similar a la que describe este proceso, solo que la concentración a tiempo inicia! Co pasa

a ser Cee.

\nC=\nCee-Kef (19)

Donde:

t1 Tiempo transcurrido después de la infusión.

85
"Biotarmacia



APENCICE I I

Por lo que la constante de velocidad de eliminación de primer orden puede calcularse de

la fase terminal del gráfico de concentración sanguínea versus tiempo. Los parámetros

farmacocinéticos primarios (volumen de distribución aparente y aclaramineto) se calculan

con las ecuaciones (20) y (21) respectivamente.

CeeXe

Cl = VdXe....{2\)

Donde:

Vd Volumen de distribución aparente.

Cl Aciaramiento total.

El tiempo de vida media (ti/2), área bajo la curva (ABC) y tiempo medio de residencia se

calculan con las ecuaciones (22), (23) y (24) respectivamente.

t = - 2t!l2 K -

', + ^e...,(23)
Ke

"Biorarrnacia
86



APENCXCE I I

ABC

Donde:

ABPM Área bajo la curva del primer momento.
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