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oy aprendi a guardar mis opiniones para mi misma, a veces no es necesario que los demds las sepan.

Jloy aprendi a elegir a las personas en las que se puede confiar. Y de los que yo imaginaba, no son ni [z mitad.
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FHoy aprendi que dar todo por alguien no esta mal; esta mal solo cuando ese aljuien no corresponde, no agradece o que
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I{oy aprendi que no importa que tanto creas conocer a alguien, nunca pienses que (o conoces lo suficiente.
foy aprendt a no juzgar a fas personas antes de conocerias.

FHoy aprendi que fegar a tus metas por estipidas que pa & te fiace sentir mejor.

Jloy aprendi a no Fablar con rodeos y decir Las cosas cliramente, como me gustaria que me las diferan a mi
FHoy aprendi a tratar de dar o que lz gente espera de mi.

fftydpmudl'uuzﬁascom_yquagm&ma las personas que ya sea con una buena o malz experiencia o quizd Rasta
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1.7 INTRODUCCION.

El desarmrrollo de nuevos farmacos requiere de una interaccién
multidisciplinaria entre investigadores para asi contar con moléculas con
potencial farmacoldgico a las cuales se les efectué las pruebas que
determinen su eficacia, biodisponibilidad, seguridad y mecanismo de
accioén. .

Es importante, durante el desamrollo del estudio preclinico de las
Casiopeinas, determinar las propiedades biofarmacéuticas inherentes al
farmaco y a Ic forma de dosificacién que serd utilizada durante la etapa
clinica.

En lo facultad de quimica a finales de la decada de los 70's bagjo la
direccion de la Doctora -Lena. Ruiz Azuara fueron sintetizadas las
Casiopeinas que es una lamilia de mdas de cien complejos inorgdanicos que
contienen metales como el Cobre (ll) y con un ligante bidentado del tipo
diiminas (N-N} con aminoacidatos  (N-O) o donadores (O-O). Durante la
década de los 80's se comprobd ia actividad antitumoral de algunos
compuestos de esta familia en ensayos in vivo y posteriormente en 1992

* fueron patentados. La ' Casiopeina lll-i  ({(Cu(4,4-dimetil-2,2'-bipiridina)
(acetilacetonato)) (NO3) se ‘encuentra en etapa preclinica con alto
potencial cnhneoplésuzo en Imecs de carcinoma cérvico-uterino {SiHa Y
Hela), carcinoma de fmama (MCF7), Leucemia promielocitica (HL&60). asi
como se ha aplicado como tratamiento es especies animales como ratén,
gato y perro. .

La unidn a proteinas plasmdaticas es parte complementaria de los
estudios farmacocinéticos, por:lo tanto es de: gran importancia conocer
esta unién ya que nos sirve pcrc seleccionar el régimen de dosificacion de
un farmaco. : L

La unién de -un- farmaco  a proteinas plasmdaticas. puede ser
determinada por la técnica de didlisis al equilibrio. Esta técnica sirve para
la separacién  de las moléculas por medio de wuna membrana
semipermeable. Esta separaciéon depende del peso molecular de la
molécula.

En este caso se estudio se realizo en plasma de humano, plasma de

s siofarmacia



rata y albimina humana, para obtener una comparacién entre especies
animales y a su vez confirmar en cual de las proteinas presentes en el
plasma en mayor proporcion (albimina y a-glicoproteina) se une la
Casiopeina lll-i, asi como, conocer el comportamiento de la Casiopeina Ili-i
in vitro 'y obtener una mejor correlacion en fluidos bioldégicos.

El estudio se realizé con la Casiopeina lll-i a concentraciones de 12, 25
y 50 ng/ml en plasma de humano, plasma de rata y albimina humana por
el meétodo de didlisis al equilibrio a 37° C, 16 rom con un tiempo de
equilibrioc de 5 horas y solucidn amortiguadora 0.064 M pH = 7.4: las
muestras fueron cuantificadas por el método de CLAR. La unidn a
proteinas en plasma de humano a una concentracién de 12 ug/ml fue de
89 %, a una concentracidn de 25 y 50 ng/ml fue de 76 %, en plasma de
rata a concentracién de 25 ung/m! fue de 48 % y a concentraciones de 50
prg/ml fue de 58 % y en albumina humana a concentraciones de 25 ng/mil
fue de 30% y a concentraciones de 50 pg/mil fue del 38%.

En plasma de humano &l % de union a proteinas es rnayor que en
plasma de rata y los dos anteriores son mayores que en albumina humana,
lo que permite concluir que la mayor cantidad de Casiopeina lll-i se une
en mayor proporcion a a-glicoproteina y componentes sanguineos.

s Biofarmacia



1.2 OBJEMIVOS

OBJETIVOS GENERALES

e Determinar el grado de unién a proteinas de la Casiopeina ili-i por el
meétodo de didlisis al equilibrio en plasma de rata, plasma de
humano y albimina humana.

OBJETIVOS PARTICULARES'

a humana, plccsmc de rata y
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2.1 INTRODUCCION

El cdncer comienza cuando una célula ha perdido sus mecanismos
de control generando el crecimiento descontrolado. Todas tas células del
organismo pueden sufrir este descontrol en el crecimiento, formando una
masa de tejido canceroso que genera invasividad y metdastasis.

La tabla No 1 muestra estadisticas de 1999 en donde el cdncer es la
segunda causa de muerte en México. (1)

Tablal.-Principales Causas de Mortalidad General. Estados Unidos Mexicanos, 1999.

-
gc:dgﬁ Causa Defunciones Tc]s:/:
Total 443,950 452.4
1 [Enfermedades del corazén 69,278 70.6
I- Enfermedades isquemicas del corazén 44,070 44.9
2 TuMmores malignos 53.662 54.7
3 Diabetes meliitas 45,632 46.5
4 Accidentes 35.6%0 36.4
- Accidentes de tréfico de vehiculos de motor 11.659 11.2
5 Enfermedades del higado 27.040 27.6
- Enfermedad alcohdlica del higado 13.417 13.7
s Enfermedades cerebrovasculares 25,836 26.3
- Ciertcs afecciones originadas en el periodo 19,248 19.6
perinatal
- Dificultad respiratoria detl recién nacido y otros]
trastornos respiratorios originados en el periodo 10,042 10.2 7
perinatal ) -
8 Influenza y Neumonia 14,068 -14.3
b Agresiones {homicidio) : . 12,249 12.5 -
10 Enfer_medodes pulmonares obstructivas 11.319 11.5
crénicas
* 17 Tasa por 100.000 habilantes.

Fuente: INEG!, SSA/DGEL 1999.

Las células de cdancer se desarollan a partir de células normales en un
proceso denominado transformacién. El primer paso en el proceso es la
iniciacién en el cual el material genético de la célula sufre un dano por
causa de un carcindgeno que la preparara para transformarse en
cancerosa. El paso -de la promocidn es cuando una célula que ha iniciado
su cambio se ftransforma en cancerosa. Cuando una célula se ha
convertido ya en cancerosa el sistema inmunitario puede, a menudo
destruirla antes de que se reproduzca y se establece como un c& T.
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El cdncer puede ser causado por agentes fisicos, quimicos y
bioldgicos. Estos agentes alleran o danan el DNA produciendo cambios
que conducen a la formacion de un adenoma (tumor benigno). Un
oncogen hace que el adenoma crezca activamente.

Los factores de riesgo del cdancer han cambiado con el paso del
tiempo. Algunos canceres que eran cormientes se han convemdo en raros.
(1.2,3.4.5)

2.2 CASIOPEINA W1-i. (1.2, 6, 7.8, 9,10, 11, 12, 13}

Antes de que un medicamento llegue al mercado es necesario que
este pase por una larga etapa de investigacion. Los requisitos para ‘que un
medicamento sea aceptado por la Secrercnc de Sclud son leldClS en 1res
rubros:

Parte farmacéutica
-Parte farmacologia y .
Parte blOermC!CéU‘hCO.’

La parte fcrmccéuhc:c solicita todc o mformcc n . mmncc ocercc del
formoco y de la formc formccéuhco. : .

La pcrte farmacologia. mc-uye lcs fcses de estudlo prechmca Yy c'mlcc
{Fase 1, Fase 1l y Fase Hil).

La parte biofarmacéutica incluyen los esfudlos de blodlsponlbllldcd Y
biocequivalencia. )

Para Ila obtencidn de compuestos con posible actividad
antineopldasica, se han considerado complejos que tengan metales con
toxicidad relativamente baja, y que su estado de oxidacion sea similar at
de los metales que se encuentra en los fluidos bioldgicos y que posee un -
numero de coordinacidn alto. Por otro lado los ligantes deben tener la
capacidad de formar quelatos y cierto grado de hidrofobicidad e
hidrofilicidad. Segun las caracteristicas mencionadas de los compuestos en
términos de solubilidad, potencial electroquimico, capacidad de
transporte a través de las membranas y estabilidad, se pretende entre otras
posibilidades., que el mecanismo de actividad sea por interacciéon con et
DNA.

° sioflarmacia
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En la actualidad existen nUmerosos farmacos antineopldsicos de
origen orgdanico e inorgdnico. pero la existencia de tumores refraciarios a
estos tratamientos. la elevada toxicidad y alto costo estimula la bsqueda
de nuevas moléculas que ‘-mejoren estas caracteristicas. Ademas de ias
causas anteriores la razén para la busqueda de nuevos compuestos estd
basada en el deseo de encontrar compuestos con:

1. Ausencia de resistencia cruzada al cisplatino

2. Un espectro mdas amplio de actividad, particularmente en dareas
clinicas donde el cisplatino no ha demostrado efectos terapéuticos
significativos.

3. Mayor actividad antitumoral.

4, Disminucion de efectos eméticos y renales.

5. Sinergismo en terapias combinadas.

En la facultad de quimica a finales de la década de los 70's bajo la
direccion de la Doctora Lena Ruiz Azuara fueron sintetizadas las
Casiopeinas que es una familia de mds de cien complejos inorgdanicos que
coniienen metales como el Cobre {ll) y con un ligante bidentado del tipo
diiminas (N-N) con aminoacidatos (N-O) o donadores {O-O). Son
compuestos de coordinacidn andlogos al cisplastino, que se disenaron
considerando diferentes parédmetros y propiedades quimicas como son: el
metal su estado de oxidacion, numero- de coordinacién de! metal,
propiedades de solubilidad, potencial electroquimico, capacidad de
transporte a través de las membranas y estabilidad del mismo.

Durante la década de los 80's se comprobd la actividad antitumoral
de , algunos compuestos de esta familia en ensayos in vivo y
posteriormente en 1992 fueron patentados.

La Casiopeina Ili-1 ({(Cu(4.4'-dimetil-2,2'-bipiridina) (acetilacetonato))
(NO3) se encuentra en etapa preclinica con alto potencial antineopldasico
en lineas de carcinoma cérvico-uterino - (SiHa y Hela), carcinoma de
mama (MCF7), Leucemia promielocitica (HL60) y actividad antinecopldsica
de crecimiento tumoral en ratén desnudo atimico (aplasia congénita
hereditaria del timo). Asi como algunos estudios indican que no causan
dafos teratogénicos a ratones prefiadas en dosis bajas.

El posible mecanismo de accidn se cree que es debido a planaridad
en la geometria de la molécula y el ligante dimina con caracter
hidrofobico que le confiere la posibilidad de actuar comeo intercalante a
través de interacciones con las bases puricas y pirimidicas del Ay el
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figante cargado le confiere, una polaridad necesaria para el transporte de
la molécula. El centro metdlico por su parte, participa en ciclos redox
para liberar especies reactivas de oxigeno que oxidan al DNA dando
como resultado daiio imreparable en su estructura.

NO,3

' 1as siguientes propiedades

.Arec bc:]o Io curva (ABC) de 22277.14 ng/mil, min.
Tiempo de vida media (tis2) de 12.47 hr:

Cmax: 1587.37 ug/ml ~

Depuracién (Cl) de 0.000115 ug/min:;

Tiempo de vida media de residencia (TMR) de 7.15 hrs;

Volumen de distribucion aparente de 0.118 L;

s
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e Farmacocinética en conejos:

Area bdaijo la curva (ABC) de 29820.78 ug/mi-min.
Tiempo de vida media (ti,2) de 22.8 hrs;

Cmax : 15.11 ng/mi

Depuraciéon (Cl) de 0.00443 ng/min:

Tiempo de vida media de residencia {TMR) de 32.73 hrs;
Volumen de distribucion aparente de 8.49 L:

e Farmacocinética en perros:

Area bajo la curva (ABC) de 451149.77 ug/ml. min.
Tiempo de vida media (h/2) de 246.7 hrS'

Cmax : 88.76 ng/mil
Depuracién (Cl) de 9X10-5 p.g/mln, o :
Tiempo de vida media de residencia (TMR) de 352 16 hrs.
Velumen de dishrilbuasién cpcurenh_ de: 191,

20606000

2.3 UNION A PROTEINAS PLASMATICAS. (15 16 7.18;

La unidn de farmacos a proteinas nene una’ grcn nfluencnc en su
comportamiento farmacocinética y farmacodindmico ya que solamente
la fraccion libre se encuentra en disposicion de: cumplir con su efecto
terapéutico.

Una vez que el farmaco llega a circulacién sistémica, se produce una
distribuciédn del mismo en las células sanguineas, proteinas plasmaticas y
agua plasmdtica. Solamente la fraccion libre del farmaco se encontrard
en disposicidn de abandonar el espacio vascular para difundir al espacio
extravascular y alcanzcar los distintos drganos y tejidos, donde se fijard con
mayor o-menor intensidad a las proteinas u otros componentes tisulares.

La interaccidn mdas importantes se produce a nivel de proteinas
plasmdticas, las cuales se pueden fijjar a moléculas de farmacos,
principalmente mediante uniones fisicas reversibles tales como puentes de
hidrogeno o fuerzas de Van der Waals. La unidén imeversible de un farmaco
a una proteina plasmdatica es menos frecuente y se produce. como
consecuencia de una activacidn quimica del farmaco que se une a
proteinas mediante un enlace covalente.
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El plasma humano contiene mas de 460 proteinas de las cuales las mas

importantes desde el punto de vista de la fijacién de farmacos son:

a) Albumina: es la mdas abundante y la mdaxima responsable de la

fijacién de farmacos. El 40 % de plasma es albumina, ademdas esta
proteina se encuentra distribuido extravascularmente. En
condiciones normales los niveles plasmdaticos de atbumina son de 35-
45 g/L. Aunque la albumina fija una gran variedad de farmacos,
desempefia un papel fundamental en la fijacidn de farmacos
neutros y &cidos débiles.

Se han descrito cuatro sitios de unidn en la molécula de albOmina
plasmatica:

Sitio I.- A &l se unen farmacos de estructura diversas tales como la
warfarina, fenilbutazona, etc.

Sitio ll. Se'unen el diacepam y los dcidos carboxilicos.

Sitio I . Bl tercer sitio de unidn corresponde al tamoxifeno

Sitio 1V . El cuarto sitio es el que comresponde a la digitoxina.

También hay sustancias enddégenas que se pueden unir a la albumina
y competir por los mismos sitios de unidn de algunos farmacos.

b) a-glicoproteina. Es la mdas pequena de las proteinas plasmdaticas. Es

[=4

d

-

una glicoproteina acida con peso mcolecular de 41 000 Dalton y un
gran contenido de dcido sidlico, lo que proporciona la naturaleza
dacida y un bagjo pKa. Su concentracién oscila entre 0.4-1.0 g/L,
produciéndose un aumento cuando existe'un proceso inflamatorio,
un proceso maligno, estrés y disminuyendo en caso de frastornos
hepdaticos o renales.

Lipoproteinas son moléculas de gran tamainio, sobrepasa los 2500000
Daltons para las p/lipoproteinas. Contiene cantidades importantes
de lipidos. La cantidad plasmatica es variable. A estas proteinas se
fijan principalmente en farmacos liposolubles, con elevado volumen
de distribucién y generalmente de naturaleza bdasica.

Globulinas. Las a. B y y globulinas constituyen un grupo importante de
proteinas con capacidad para fijjar fGrmacos. Las a y B globulinas
presentan una fuerte afinidad por numerosas sustancias enddégenas
y. por las exdégenas de estructura similar, la y globulina reacciona

especificamente con antigenos. @
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2.4 CINETICA DE LA UNION A PROTEINAS. (15, 16, 17)

La unidn reversible de los farmacos a las proteinas requiere por lo
general que la conformacidn original de la proteina no es alterada.

La fijacidn a proteina sigue en general la ley de accién o de equilibrio
quimico, es decir existe, existe un equilibrio reversible entre la forma libre y
la forma ligada que constituye una forma de almacenamiento plasmatico.

La ley de accidn de masas dice que la velocidad de una reaccion
quimica a una.temperatura dada es directamente proporcional a las
concenircciones de lcs susfcncics que recccioncn

Cuando Ic unlén a prot Incs es reversible, la cantidad de un farmaco
unido’ actua ' como:un’ depdsito: del cual se va liberando lentamente el
farmaco activo y reemplozcndo ql que es s-hmnncdo

La cxnéhco de_. la
describirse como sit

nion reversnble de férmocos a protelncs puede :

P1: concentroc:én m ‘la or teinc hbre.

[F]: concentracién molor del farmaco libre.

[PF): concentrccnén molcr del ‘complejo farmaco-proteina.
Ki: constante de asociacion ‘del complejo farmaco-proteina.
Kz2: consicnfe de disociacion del complejo férmcco -proteina.

Cucndé se clccnzc el equilibrio s‘e fiene que:

. TESIS CON
o i S @) FALLA DE ORIGEN
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Siendo Kg la constante de aofinidad que se define como el cocueme
entre ki1 y ka.

ki
Ko=— ... 3,
a (3)

La magnitud de la constante de afinidad (ka) proporciona
informacién sobre el grado de unién del farmaco a la proteina.

La cantidad de complejo farmaco-proteinas formado es dependiente
de la constante., Ko Yy la magnitud de estc comiente proporciona
informacién acerca del grado de unidén.

Los fdrmccos que estan fuertemente unidos a proteinas tienen un Kq
grande y est@ en su mayor parte en forma de complejo. Con este tipo de
farmacos: es' necesaria una dosis mayor para obtener una concentracidn
terapéutica del farmaco libre.

Todos los farmacos- saturan los sitios de’ accidén o concentraciones
.suficientemente altas. A concentraciones todavia mas altas todo el
farmaco adicional sigue libre, asi que la fraccidn unida disminuye. Por el
contrario conforme el farmaco es eliminado del cuerpo la fraczciéon unida
tiende a incrementar y el grado en‘:lo que lo haga dependerda de la
afinidad del farmaco a la protema olconzéndose asl la fraccién unida
maxima.

La formacion del complejo farmaco-proteina es un proceso saturable,
de manera que si la dosis son muy altas o existe alguna enfermedad en la
que la concentracion de proteina plasmadaticas principaimente albUmina,
se vea disminuida  puede’ llegar a una saturacidn que trae como
consecuencia una. mayor. concentracion  del farmaco libre pudiéndose
presentar . en -un’ aumento imprevisto en la respuesta farmacoldgica,
llegando a ser;toxico. Asi mismo al administrar conjuntamente farmacos
que se unen en alto grado a proteinas los efectos secundarios se pueden
potenciar, lo cual puede interpretarse como resultado del desplazamiento
del farmaco de los sitios de unidn a proteinas plasmdatica.

El complejo farmaco-proteina influye en la farmacocinética de un
farmaco ya que, el farmaco libre puede pasar a través de las membranas
celulares y alcanzar los receptores o bien ser eliminado.
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Solo el farmaco libre esta disponible para la filtracion glomérular por lo
que, la excrecion por ésta via se ve afectada por ei grado de unidn. La
velocidad de desaparicién del organismo tiende a ser autolimitada, por lo
menos en el rango en el que la fraccidn unida aumenta con la disminucién
de la concentracidon del farmaco. Entre mdas baja sea la concentracion,
menor serd fraccién susceptible de filtracion por el glomeérulo.

Los procesos activos tales como la secrecién en los tdbulos renales o el
transporte por acarreador a través de membranas celulares no estan
restringidos al farmaco libre. La reversibilidad de la interaccién farmaco-
proteina es tan rapida que las moléculas de farmaco libre retiradas de la
fase acvuosa mediante el flujo sanguineo renal y por estos procesos activos,
se reemplazan instantdneamente por mas farmaco libre derivado de la
disociacién del complejo de unién provocando que el tiempo de vida
media de eliminacién sea corto.

Es importante considerar el efecto de la unién a proteinas y tejidos en
ia vida media bioldgica de los farmacos, ya que, si la eliminacidon de un
farmaco esta limitada por el flujo sanguineo a través del cuerpo. entonces
el tfiempo de vida aumenta mientras aumenta el grado de unidn a
proteinas. Terapéuticamente la prolongacion de la vida media solamente
llega a ser importante cuando el porcentaje de unidn a proteinas
plasmaticas es mayor al 90%.

Una disminucidn del grado de unidn puede producir un aumento
relevante en el volumen de distribucion de farmacos que estan altomente
unidos - a proteinas plasmdaticas y tienen un volumen de distribucidn
limitado. 7004 ot

El incremento en el volumen de distribucidn puede aumentar la
concentracién :del farmaco en el sitio receptor. El aumento en ias
concentraciones del farmaco en tejido y la consecuente disminucion de la
constante de eliminacidn puede ser riesgoso para aqguellos farmacos con
un estrecho indice terapéutico.

Las variaciones en el volumen de distribucion o en el tiempo de vida
media pueden influir en el aclaramiento de un farmaco y por lo tanto la
unidn proteinas puede influir también en el aclaramiento bajo ciertas
circunstancias, de ahi la importancia del estudio de unidn a proteinas en la
etapa preclinica.
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2.5 DIALISIS AL EQUILIBRIO. (15, 16, 17, 28)

Para la determinacion de unién a proteinas existen dos técnicas mas
utilizadas: Didlisis al equilibrio y la ultrafiltraciéon, esta Ultima se emplea con
menor frecuencia debido a que el volumen obtenido es muy pequeio
limitando el uso para fracciones de fGrmaco muy pequerio.

En la didlisis al equilibrio la proteina esta contenida en un
compartimiento, el cual esta separado de un segundo compartimiento por
una membrana permeable a todos los otros componentes del sistema
excepto a la proteina misma. Cuando llega al equilibrio existe la misma
cantidad de farmaco libre en cada compartimiento. La cantidad de
farmaco que se une a la membrana puede variar dependiendo de la
naluraleza quimica de la membrana empleada. En el método de didlisis al
equilibrio las membranas mdas utilizadas son de celulosa regenerada y
existen de mayor o menor grosor.

Tabia No 2. Comparacion entre ia didlisis al equilibrio y ultrafiltracion.

METODO VENTAJAS DESVENTAJAS
« Didlisis al o Temperatura e Tiempo para alcanzar
equilibrio: controlada el equilibrio
- e Aparato de didlisis. e Degradacién de unién
e Muy usada. a proteinas inestables.
e  Técnica simple y « Posible unidn de
econémica. farmacos a
o  Muestras pequenos de componentes de la
.. -de protema.‘ e celda.

e Dilucion de proteinas
plasmadaticas.
. e e e  Tediosos
e Ultrafiltracion | e - Es una técnica simple, e FE! volumen del flltrcdo
) o rapida y bcrotc puede ser insuficiente
- Muy usodc i para el andlisis de los
farmacos.
e Posible unidn de
farmacos al ultrafittro.
o Temperatura
incontrolable.
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Figura 2. Principio de didlisis al equilibrio.

Algunos de los factores que afectan el proceso de didlisis son: la
temperatura, la velocidad de rotacién, drea de la membrana, espesor y
tamaio de poro.

FRgura 3. Dializador Spectrum S5-cell.

El dializador Spectrum 5-cell esta constituido por 5 celdas de tefiéon.,
cada ceida de tefléon, estd disehada de tal manera que al unirse selian las
membranas y por lo tanto dividen el interior en dos compartimentos uno a
cada lado de ia membrana. Cada celda de teflbn se separa de otfra por
espaciadores de acero inoxidable, las muestras se retran a fravés de
ofrificios localizados en el borde de las celdas.
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La membrana se selecciona para permitir Onicamente el paso del
farmaco libre. En este tipo de estudios se introducen solucion
amortiguadora de fosfatos 0.064M a pH = 7.4 con el farmaco en uno de ios
compartimentos de la celda y la solucién de albUmina o plasma total en
otro compartimiento.

Las celdas montadas en el soporte se colocan en la unidad de
rotacion. Las celdas de tefidn se rotan alrededor de un eje perpendicular a
la membrana a velocidades variables se ajustan entre 5, 10 y 20 r.p.m.

El equipo de didlisis esta disefiado para ser sumergido en un bafo de
agua. Unicamente se sumerge el soporte de las celdas y las celdas de
teflon.

La concentracidn de fadrmaco libre es igual en ambos lados de la
membrana después de terminado tiempo. Para obtener la fraccién libre,
en la practica se divide la concentracidn obtenida del lado del buffer al
equilibrio entre la concentracion obtenida del lado del plasma del
equilibrio, es decir:

Fr= _C
CrL+Co

Donde:

Ci: concentracién del farmaco libre.
C.: concentraciéon del farmaco unido.

2.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (21,22, 25, 27)

La cromatografia es un método usado primariomente para la
separccién de los componentes de una muestra en la cual los
componentes se distribuyen entre dos foses una estacionaria y una fase
movil.

La cromatografia liquida de alta resolucidn representa una de las
herramientas mas empleadas en el laboratoric analitico moderno. La
técnica de cromatografia constituye un meétodo de separacidon y en
combinaciéon con detectores adecuados.. de medicidn cuantitativa
simultanea.
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simultanea.

Este procedimiento se desamoll® al aplicar los principios de la
cromatografia en ta columna alimentada por gravedad convencional. Los
materiales usuales de la fase estacionaria, celite o silice, de pequefic
tamano y en algunos casos sustituidos por particulas de material sintético.
Tales particulas permiten una mejor distribucion del soluto entre la fase
mévil y acuosa, pero por encontrase fuertemente empacadas, ofrecen
una mayor resistencia al flujo del solvente. Para lograr flujos Ufiles se hace

necesario en uso de bombas para vencer la resistencia del material de la
fase estacionaria.

Instrumentos.

Basicamente los equipos de C.LA.R. pueden clasificarse en
integrados y modulares; los mas utilizados actuaimente son los modulares.
Los modulares son instrumentos individuales que permiten armar el equipo
segun la necesidad del analista. Ademds de la visualizacién de cada
componente permite no solo el mejor conocimiento y control visual del

equipo si no el mejor aislamiento y resolucidon de problemas cuando estos
se producen.

Figura 4. Esquema de un equipo cromatografico.
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Tuberias.

La fase movil empleada en C.L.A.R. debe circular por tuberias que
conectan el reservorio de solvente con la bomba, la bomba con el
inyector, este con uno o mdas detectores conectados en serie y
eventualmente con un colector de fracciones o vdlvulas de distribucién. Es
evidente que estas tuberias deberdn ser inertes y de acuerdo a su
ubicacién del sisterna cromatogrdfico y resistente a altas presiones. Asi
como se emplean tubos de acero inoxidable o poliméricas (propileno o
teflon).

Bomba

Las bombas de C.LAR. impulsan la fase movil proveniente del
reservorio de solvente hacia el inyector y desde ahi a la columna.

Las bombas estan construidas de materiales muy resistentes tanto al
ataque 'quimico como al desgasie mecdnico. Los componentes en
contacto con el solvente son de acero inoxidable, zafiro, rubi y tefién. En
generaliel acero inoxidable se utiliza como cuerpo”de toda la bomba,
para la’ construccuén de tuberias, conec'ores Y ccbezc:les de los pnsfones

lnyecfores.

El inyector es el dispositivo . que:permite introducir la muestra en
solucion ; sin interrumpir . el .caudal ;de solvente a través del sistema. El
myector debe reunlr unc serie de caracteristicas xmporfontes entre ellas:

- Debe ser fdc:l de opero

No debe provocar diluciones |mpor1c:nfes de Ic: solucién inyectada.

Actuolmenfe Ia totalidad de los inyectores son valvulas que orientan el
caudal - hacia - la columna y que puede accionarse manual o
automdticamenie.

Detectores.

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite ver y
ubicar en tiempo y espacio la posicidn- de cada component e una
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muestra a la salida de la columna cromatografica.
Columnas para la cromatografia liquida.

Se han usado numerosas columnas de diferentes tipos. La columna
mas comun es de 4.6 mm de didmetro interno que consiste en un tubo de
acero inoxidable con paredes muy gruesas. La longitud mds comin es de
250 mm.

El relleno que se utiliza en muchas de ias columnas esta formada de
una microesferas de silice porosa con la superficie modificada.

Es de gran ayuda pasar la fase mdvil a través de una columna
pequena rellena de silice antes de que llegue a la columna analitica. Esto
satura la fase. maovil consllice y previene la pérdida del empaquetado de
la slice de’la i columna  andlitica.” Las’ columnas pueden dafarse por
perdldo del relleno provoccdo por unc disolucién del mismo.

sttemo de tomo y procescxmxento de dotos.

El resultcdo del enscyo cromcfogréf‘co es por un lado, la obtencién
de fracciones separadas de los componentes de -la muestra. y por el otro
lado, la del grafico o cromatograma. de cuya interpretacion puede
extraerse - conclusiones cualitativas y cuantitativas. Este registro y la
eventual manipulacién se obtienen a partir de la sefial proveniente del
detector y por medio de un sistema de toma y procesamiento de datos.
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3.0 PARTE EXPERIMENTAL.

La parte experimental se realizd en el laboratorio 112 del Edificio E de
la Facultad de Quimica.

[

3.1 Equipo

Dializador Spectrum 5 Cell
Equipo desionizador de agua. Millipore.
Equipo para filtracién de disolventes. Millipore.
Balanza analitica Ohaus. Mod. 21975
Centrifuga Eppendorf Mod. M37615
Potencidmetro Orion Research Mod. 301
Sonic or FIRE Scientific Mod. FS&0
Cromatégrafo de liquidos:
Bomba Shimadzu, Mod. LC-10AT
Detector UV-Vis, Shimadzu, Mod. SPD-10AV
Automuestreador, Shimadzu, Mod. SIL-10A
Integrador, shimadzu, Mod. SCI-10 7« :
Software Shimadzu Class VP Version 5.0 " -

3.2 Reactivos.

e Casiopeina Il-i. recristalizada,’ propormoncdo por el laboratorio de
Quimica Inorgdnica - (Dra. Lena Ru:zy col)
e Metanol HPLC, Tecnolab.: ;
e Fosfato de sodio monobésnco monohldrctcdo R.A., J.T Baker
e Fosfato de sodio dlbé:lco dodecohldrotodo monohidratado R.A., J.T
Baker
Sulfato d Zinc R.A. :
Agua grado HPLC (deshlodo. de5|on|zodc y f:ltrcdc)
Hidroxido de sodio R.A., J.T. Baker, =
Albumina humana Sigma-Aldrich
Material Bioldgico
Plasma de humano '
Plasma de rata cepa Wistar (Harlan México).
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3.3 Soluciones

Solucidn amortiguadora de fosfatos 0.064 M pH = 7.4
Solucidon amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH = 6.2
Solucién al 10 % de ZnSO 4

Solucién al 4% de albdmina humana.

Solucién patrén de Casiopeina lll-i 500pug/mi

3.4 Preparacién de soluciones

3.4.1 Solucién amortiguadora de fosfatos 0064 MPpH=7.4

Pesar 0.873 cde fosfalo de sodio monbbét{ic qfé?cfc 500 ml cen agua

destilada. Ajustar el pH = 7.4 con NaOl

3.4.2 Solucién amorfiguadora de fdsfctcs”o.‘orm PH =62

Pesar 1.2557 g de NaH2PO4y 0.3259 g de NazHPO. disolver y aforar a 1000mil
~con agua destllcdo. Ajusfcr p  CO NAOH 0.8 M. .

3.4.3 Solucion al 10 % de ZnSO4

Pesar o. Sg de ZnSO4 y aforcr as ml con cguo deshladc

3.4.4 Solucuén al 47 de clbumlnc humcncz.

Pescr 2g de Albumlnc humonc y aforar a 50 ml con solucién
.cmomgucdorc 0064MpH 74507 .

- 3.4.5 Solucnon stock de Ccsnopemc lil-i 500pg/ml

Pesar exactamente 0.05g de Casiopeina li-i. Aforar a 10 ml con agua

destilada.
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3.4.5.1 Curva patrén de Casiopeina lil-i
La curva patrén se realizd con el siguiente esquema de diluciones:

Tabla No 3. Soluciones de frabajo para la curva patrén de Casiopeina li-i.

Sol. Stock de Concenf_raclén final de Alicvota de Afloro
Casiopeina llizi (ng/mil) | Casiopeina ili-I (ng/mi) Caslopeina Hi-i (i) {(mi)
10 S 2.5 5.0
50 10 1.0 5.0
50 25 2.5 5.0
100 S0 2.5 5.0
500 100 1.0 5.0

3.5 Condiciones cromatogrdficas.

Se revalido parcialimente (linealidad, repetibilidad y selectividad) y
trabajo el método reportado por Fuentes-Noriega et al. (21,22, 26). Las
condiciones de trabajo fueron las siguientes:

e Columna: Hypersil Hypurity C18, dimensiones 250 x 4.6 mm, tamano de
particula de S

e Precolumna: pre-columna Segurity Guard phenomenex guard cartridge
system C18.

e Fase mdévil: solucidon amortiguadora de fosfatos (0.01M pH = 6.2) /
Metanol HPLC 58:42 (v/v). . :

e Flujo: 0.8 mI/min '

s Longitud de onda: 262 nm

e Volumen de inyeccién: 100 pl

3.6 Determinacién de tiempo de equilibrio y unién a la membrana.
3.6.1 Preparacién de las membranas

Las membranas deben ser preparadas un dia antes de realizar el
experimento:

1. Colocar las membranas en un vaso de precipitados de 250 ml.
2. Remojar las membranas en agua destilada durante 15 inuUtos.
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Celda de

mayne grosos

Celda de

Monar grosor

Desdoblar., si es necesario cada membrana ayuddandose de las
pinzas de diseccién, cuidando no romperia y nunca tocaria con la
yema de los dedos.

3. Remojar las membranas en etanol al 30% durante 20 minutos.

4. Desdoblar las membranas y enjuagarias perfectamente con agua
destilada para remover completamente et alcohol.

5. Poner a remojar las membranas en solucibn amortiguadora de
fosfatos pH = 7.4 hasta el dia siguiente cubriendo el vaso con papel
aluminio o parafitm.

La determinacion del tiempo de equilibrio y la unidn a la membrana
se realizéd en un dializador Spectrum S-cell a las siguientes condiciones:

e« Velocidad: 16 rom
e Temperatura: 37° C.

NOTA: Las condiciones de trabajo fueron a 37° para simular la temperatura
fisiolégica y a 16 rpm por ser la velocidad que el equipo permitié.

3.6.2 Tiempo de equllibrio y unién a la membrana.

En cada una de ias celdas de menor grosor se coloco 1 mi de solucidn
amortiguadora de fosfatos 0.064M pH = 7.4, en cada ceida de mayor
grosor fue colocada una rmuestra de 1ml de Casiopeina lili a la
concentracidn de 50 ng/ml en solucidn amortiguadora 0.064 M pH = 7.4
Las muestras fueron tomadas a ilas 2, 3, 4 y 5 horas y cuantificadas por
CLAR. Esta determinacion se readlizd para comroborar Ila metodologia
reportada por Fuentes-Noriega et

el
iR

Figura 5. Dializador Spectrum S-cell
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3.7 Unién a proteinas plasmdticas en plasma de humano, plasma de rata y
albomina humana.

La didlisis en plasma de humano, plasma de rata y albimina humana
realizé en un dializador Spectrum S5-cell a las siguientes condiciones:

e Velodidad : 16 rpm
e Temperatura: 37° C.

NOTA: Las condiciones de - frabgjo . fueron.a: 37° para simular la temperatura
fisiolégica vy a 16 rpm por ser la velocidcd que el equlpo permitié. El método de didlisis fue
validado por Fuentes-Noriega et al. |

En cada una de las celdcs de menor grosor se coloco 1 mi de solucién
amortiguadora de fosfatos 0.064M pH = 7.4, en las celdas de mayor grosor
fue colocada una muesira de 1ml de Casiopeina lll-i a la concentracién
de 12ug/ml, esta metodologia es repetida utilizando concentraciones de
25 y 50 ng/ml preparadas en la matriz biocldgica correspondientes {plasma
de rata, plasma de humano y sol de albumina al 4%). Las muestras fueron
tomadas a las 5 horas. Las muestra de solucion amortiguadora 0.064M pH =
7.4 fueron tomadas y cuantificadas por el método de CLAR. Las muestras
de plasma fueron extraidas y cuantificadas por CLAR.

3.7.1 Método qndlilico para cuantificar Casiopeina Iil-i por HPLC.
La extrdéé::éh‘ de la Casiopeina lll-i en plasma y solucién de albumina
se recl:zé de lc sngulente manera:

1. En 'l ml de lcz muestrc se adicionan 0.1 ml de ZnSO4 al 10 %,

2." Agitar en vortex durante 20 segundos.

3. Adicionar 1'ml de metanol HPLC seguido de

4. Agitar en vériex durante 20 segundos

5. Centrifugado a 10 minutos a S000rpm.

4. Filird el sobrenadante a través de una jeringa en un filtro de 0.2um
{Acrodisc, Gelman Sciences),

7. Colocar una alicuota de 100ul en un vial.

8. Cuantificacidn por el método de CLAR.
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3.0 DIAGRAMA

Preparacién

de soluciones

SOICION AMAIMUOSKIC Ge (CIIGHS D06& M OH = 7.4
Solucion QG tcatalos 001 M pH « 6.2
Solucitn ol 10 % de InSO o

Sohucion PaNSn de Catopeing Ik 500uG/mI.

vres

Celda de menor grosor: solucién :
amortiguadora 0.064M pH = 7.4 mmca“jls . M
Celda de rayor grosor: muestra de 8rpm Temperatura de 37° C

C: o rata) o Tiempo 6 horas.

en
solucién de atbamina al 4%.

Tomar de la celda de mayor grosor 1 mi de
plasma se adiciona 0.1 mi de ZnSOQ, al 10%.

N Mezclar en un virex durene 20 §.
| - Adicionar 1 mi da metanol grado HPLC. ]

G l | Mezciar en un varmx dursme 20 =,
10 minytos & SOCOrPm
El sobrenadante fue filtrada a través de una
Jeringa en un fitro de 0.2um (Acrodisc, Geiman
- Sclences)

Tomar una alicucta de 100l y colocara en unJ
vial,

. CONDICIONES
«  Catumena: Hypersil Hypunty G18, aumensiones 250 1 46
mm, lmanc de paricuta oe Su Guard
+  Pracotumna pra-columna Seguny prenomenes
Cuantificacion por canndge system C18
el método da - Fame miwil 50lUCion mmoriguador de tosfaios (O 01M pH
CLAR. = 6.2)  Mutanol HPLC 58 42 (viv)
- - e Flo: 08 mimn
- ae onde 262 nm
e Volumen de inyeccion 100 1l

Figura 6.- Diagrama de fiujo de la metodologia utitizada
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4.0 RESULTADOS

Los siguientes resultados fueron obtenidos durante

4.1 Revalidacion.
4.1.1 Repetibilidad.
La repetibilidad del sisterna se realizo con tres corridas de tres curvas
patrén de Casiopeina lll-i en un mismo dia en solucién amortiguadora
0.064M pH = 7.4, obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 4. Resultados de la repetibilidad del sistema.

las secciones
experimentales y de acuerdo a los lineamientos descritos en el capitulo lll.

Curva 1 curva 2 curva 3
Conc. De
Caslopeina Hi-1 Area area area Promedio Des. Est %% C.V.
(ug/mi)
5 [¢] - - - - -
10 564273 543849 530335 546152.3 17085.8 3.13
25 1637692 1649728 1554157 161365% 52052.5 3.23
50 3597897 3206130 31435%6 3315874.3 2462320 7.43
100 5521343 5424513 5447243 S5464366.3 50635.15 0.93
r 0.9681 0.9873 0.2210 0.9822 0.012 1.25
m 1.85E-05 1.8E-05 1.8E-05 1.8E-05 9.64E-08 0.523
b -2.537 -3.8815 -2.68809 -3.03553 0.7365 -24.26

4.1.2 Linearidad

La linealidad del sistema se realizd con tres corridas de tres curvas patrén
de Casiopeina lli-i en un mismo dia en solucidn amortiguadora 0.064M pH =
7.4 obteniéndose los siguientes resultados: -

Tabla 5. Resultados de la linealidad del sistema.
Curva 1 curva 2 curva 3
Conc. de
Casiopeina li-i Area Area Area
(pg/mi)

S o] - -

10 564273 543849 530335

25 1637692 1649728 1554157

S0 3597897 3206130 3143596

100 5521343 5424513 5447243 Promedio
R 0.9839 0.9936 0.9955 0.9210
r? 0.9681 0.9873 0.9910 0.9821
M 1.85E-05 1.85E-05 1.83E-05 1.844E-05
B8 -2.537 -3.8815 -2.6881 -3, S
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La linearidad de la metodologia empleada se muestra en las figuras 7,.8,92 y 10.

2000000
y = 54046x + 169205
1000000 R2 = 0.991

o 20 a0 BO 80 100 120
! Concentracion {uglfrmil)

Figura 7.- Grafico de linearidad del sisterma con Casiopeina lll-i en solucidén amortiguadora
0.064M pH = 7.4, considerando el Grea como respuesta cromatografica. -

1400000 ~
1200000 +
1000000 -

800000

600000 -

area

y = 13206x - 110306

400000 -
R?=0.9931

200000 -

o

¢
-200000 -

Concentracién (ug/mi)

Figura 8. Grafica de linealidad del método con la Casiopeina lll-i en plasma de rata,
considerando el drea como respuesta cromatogrdafica.
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socoao

500000

400000 -
2300000 -
<

200000 -

y = 86761.7x - 20413
R?=0.9988
100000 -
o
o 20 a0 s0 ) 100 120

Concentracién (ug/ml)

Figura 9. Grafica de linealidad de la Casiopeina lil-i en plasma de humano, considerando
el area como respuesta cromatografica.

3000000 -
2500000 -
2000000 -

@

£ 1500000 -

L

1000000 -

y = 25662x - 24141
500000 - R? = 0.9996

o v T
o 20 . 40 60 80 100 120

Concemtracion ug/mi

Figura 10. Grafica de linealidad de la Casiopeina lil-i solucién al 4% en albdmina
humana, considerondo el drea como respuesta cromatogrdafica.
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mabs

selectividad de la Casiopeina lll-i se muestra en los siguientes

cromatogramas:
T ke A fravm - - - B
100~ caiz508.001 100
Ratention Timo
Namo
sa .
oo = "
K-
5 2
H < S .
g = ] z
R s ~ o
o g g 2
H A wy
N 8
b
= t - - L 4 T 1
B A
S -
o Al 2 3 - s . - r . . !
Figura 11. Cromatograma del blanco de la solucidn amortiguadora 0.064M pH = 7.4,
28 - Detostar A -1 (2637 ’ ’ -2
: @arz0002.00¢ :
- Ratantion Time -
. Name g -
20- . .. -20
T N
0. S
s q :
: E g8 g :
- - - ..
s .
. =N '
: s ~
o ; \_;: I 7.
. \x\ " !
N +
P S
° . 3 H N . H . . i

Figura 12. Cromatograma de la Casiopeina Hi-i 10 ug/mi en solucién amortiguadora
0.064M pH = 7.4,
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Govextor A4 (Fezwn]
—
Aioa0i.c0r
Rotontion Time
800
00 4 400
2
g 2
g 2
w §§ 3 o=
- - ~ 200
200 b <
e 5
a <
2] .
s ?ﬂ & =
° AN YN, = s
g ~ by
3 T R B T —— j } 1 o
l z 3 P s [ H s . 10
[T N
Figura 13. Cromatograma del blanco de plasma de humano.
00 {7 ¢ Datector A+ 4 (Zezer) B B [ 400
— ammiosar . :
1 Retention Time P
" Name .
00 b ac
200 | 200
100 R 100
g =
] 2 4
' o
o+ l °
a s z H H H . H - 0
Figura 14. Cromatograma de la Casiopeina lll-i en plasma de humano.
-
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¢ Retention Time
g: Name

: Datector A - 1 (262nm)
I —— aialo81101
b DIALD81101.001

400
: -300
: =z i3
3 z .
(3 @ w3 T 200
2 &:
] 3
£ P=
~ S — :
g € & = :
& o
~ s
b
~
1 ] 1 | /]
T ) T ]
e e e e e , e e e -
1 2 3 4 6 [ 7 8 10
Minute
- hd .
Figura 15. Cromatograma del blanco del plasma de rata.
Detector A - 1 (262nm)
aso | DikLz1101.012 fase
Retention Time
Name
aco [ s00
250 |- 250
=
200 7 = 200
£ g
e £ = o
50 ] 3 L
~ S § E
w
100 106G
«
s w / ..
&
g g [~ — \
° 1 L ! — 0
o 1 2 3 4 5 L3 T 8 2 10

Miunses

Figura 16. Cromatograma de la Casiopeina Ili-l en plasma de rata.,
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30

20

10

° o /. °
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=
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F
[ ) 2 R 3 4 s e 7 8 s 10
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Figura 17. Cromatograma del blanco de albdmina humana.
N 3 Df&cc!or A -1 {262nm)
DiALZ70702.012
€0 Retention Time
Name
so . . .
40
0 .
20
10
o
g
-104 l--10
- v T v v 4 v v + v T T T .
1 2 3 - 5 6 7 8 ° 10
Minutea
Figura 18. Cromatograma de la Casiopeina Hi-i en albOmina human
k.
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4.2 Determinacién de tiempo de equilibrio.

El tiempo de equilibrio se determino siguiendo los lineamientos descritos
en la seccion 3.6, con los resultados se elaboraron graficas de % de
concentraciones con respecto el tiempo. la tabla No 6 y la Figura No 15
muestran los resultados obtenidos, de los cuales se observa que el tiempo
de equilibrio de la Casiopeina lil-i es de aproximadamente 4.0 h, por lo cual
el resto de los experimentos se realizaron con 5 horas de didlisis.

Tabla &. Resultados de la determinaciéon del tiempo de equilibrio de la Casiopeina lll-i en
solucidon amortiguadora de fosfatos 0.064 M pH =7.4
Concentracién en celda A
Tiempo . C wracl en i
No de celda sin Caslopeina ill-i
(horas) (ug/mi). icon Casiopeina tl-i (ng/mit)|
2 1 14 24.8
3 2 174 23.2
4 3 22.1 18.2
5 4 18.1 14.8
BLANCO 5 o o
TIEMPO DE EQUILIBRIO
—e—C acion en sin
60 -l casiopeina
*=y
= 50 -—=— Concentracién en celdas a
5 40 concasiopeina - —
£ a0 =
B o &
= 20 =3 T
g - <
§ 10 FEg=
= s
o] y foy
[o] 2 3 4 5 =
1 s =
‘Tiempo (horas)
Figura 19. Determinacién del tiempo de equilibrio de la Casiopeina li-i en solucidn

amortiguadora de fosfatos 0.064 MpH = 7.4
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4.3 Unién a la membrana

El grado de unién a la membrana de la Casiopeina lll-i, se determind
siguiendo los lineamientos especificados en la seccidon 3.6 y los resultados
se muestran en la tabla No 7.

Tabla 7. Resultados de la determinacién del porcentaje de unidn a la membrana de 1a

Casiopeina lil-i en solucién amortiguadora de fosfatos 0.064 M pH =7.4.
Conc. Conc. -
Tiempo No de (ng/mi) (ng/mi) Conc. total |7 Union a la
(horas) celda Blanco Muestra (ng/mi) membrana
2 1 14.135 24.761 38.8926 22.21
3 2 17.122 23.158 40.28 192.44
4 3 22.064 18.121 40.255 19.49
5 4 18.113 14.732 32.842 34.31
S 5 0 o] 0 [s]
Promedio | 23.86

4.4 Unién a proteinas plasmadaticas en plasma de rata, plasma de humano y
albémina humana.

El grado de unidn a pioteinas plasmdaticas de la Casiopeina lil-i se

determind siguiendo los lineamientos de la seccion 3.6.1 y 3.7 los resultados
se muestran en las tablas No 8, No 9, No 10.

Tabla 8. Resultados de la determinacién del porcentaje de unién a la membrana de la

Casiopeina Ill-i en solucién plasma de humano.
Concentracion de Concentracion (pg/mi) en:
Casiopeina Ili-i (n=5) % Unidén
(ng/ml) Plasma Fosf:
12 8.2 0.9 89.1
25 15.8 3.5 77.0
50 36.8 8.7 76.4

ris3IS Cun
FAILA DE QRICEN
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Tabla 9. Resultados de la determinacidn del porcentaje de unidn a la membrana de la

© Casiopeina lll-i en solucion plasma de rata.
Concentracion de Concentracion (ug/ml) en:
Casiopeina ll-i (n=56) % Union
{ng/ml) Pi. Fosfatos
12 - - -
25 15.1 7.8 48.3
50 34.3 14.5 57.7

Tabia 10. Resultados de la determinaciédn del porcentaje de unién a Ic: rnembrcnc de Ic:
Casiopeina lll-i en solucidn albtmina humana al 4%. i :

Concentracion de
Casiopeina Ill-i

Concentracion (ug/ml) en:
)

(n=5

% Unién

{pg/ml) Pt Fosfatos
12 - ;
25 6.7
50 24.6

La tabla No 11 y las figuras No 16,17, 189 f_9 muestran los resultados la
unién a proteinas plasmdticas de la Casiopeina llt-ia 12, 25 y S0 -ug/ml en
las diferentes matrices bioldgicas utilizadas! .

Tabla 11, Resuliados de la determinacion del. liempo de equilibrio de la Casiopeina Ilil-i en
solucidn amortiguadora de fosfatos 0.064 M pH =7.4

Conc. . | % Unién en plasma | % Unién en plasma (%% Unién en albOomina
(ng/mi) de rata (n=5) .~ de humano (n=5) al 4 % (n=5)
(desviacién esténdar) (desviacién estdndar; ({desviacion estandar)
12 B 89.1 _
(1.9)

25 48.3 76.3 30.5

(7.6) {0.17) {6.4)
50 57.7 76.4 37.9

{2-6) (4.4) {4.9)
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Figura 20. Unién a proteinas plasmdaticas de la Casiopeina ill-i en plasma de rata (n=5).
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Figura 21. Unioén a proteinas plasmdaticas de la Casiopeina Iil-i en plasma de humano (n=5).
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Figura 22, Unlénv a profefnug plasmaticas de la Casiopeina Hi-i en atbOmina humana {n=5).
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Figura 23. Comparaciéon de grado de unidn a proteinas plasmaticas de la Casiopeina Ill-i
en cada uno de los fluidos bioldgicos trabajados {(n=5).
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ANALISIS DE RESULTADOS.
5.1 Revalidaciéon

La revalidacion se realizd para determinar la precision, linealidad y
selectividad del método y de acuerdo a lo reportado por Fuentes-Noriega
et al; la validacién total del método fue rechzodc por Fuentes-Noriega et
al.

5.1.1 Repetibiidad

Los resultados de la tabla No. 4 tienen como % C.V. de 0.9 a 7.4, lo
que nos muestra que la repetibiidad es adecuada en el intervalo de
concentraciones que se utilizaron: pora Ic; determinacién de unidn a
proteinas de la Casiopeina llI-i. R . :

5.1.2 Linealidad

Los resultados de la-tabla No. 5 muesfro que lc linearidad del sistema
obtenida para el intervaio de concentraciones de 5-100 ug/mi de
Casiopeina lli-i de la cual se obtuvo la siguiente ecuacidén: Y = 1.84x10-5 —
3.03 y un coeficiente de correlacidn de 0.991, cumpliendo con las
especificaciones. {29, 30, 31)

De los resultados de la linearidad en plasma de rota, plasma de
humano v solucidn de albimina humana al 4%, se obtuvieron las siguientes
ecuaciones: Y = 13020X +.110306 y r = 0.9965 para plasma de rata; Y =
2761.7X - 20413 r = 0.995 en plasma de humano: Y = 25642X - 124141 yr =
0.9996 en. solucidn de albUmina al. 4%. La linearidad del meétodo se
muestran en las figuras No. 7, 8 ? y 10 respectivamente y el coeficiente de
correlacion en cada uno de los sistemas bioldgicos fue mayor al 0.98 por lo
que cumplé conlos pardmetros. (29, 30, 31)

La selectividad es determinada con el fin de establecer si existe
interferencia debido a sustancias enddégenas de la matriz biolégica. Los
cromatogramas de: el blanco de solucion amortiguadora 0.064 M pH = 7.4;
la Casiopeina lii-i en solucidn amortiguadora 0.064 M pH = 7.4: el blanco
del plasma de humano: la muestra de Casiopeina |- en plasma de
humano; el blanco de plasma de rata; la muestra de Casiopeina Ill-i en
plasma de rata: el blanco de albumino humana y la muestra de
Casiopeina Il en albdmina humana se observan en las figuras No. 11, 12,

13. 14, 15, 16, 17 y 18 respectivamente, en las cuales se observmno
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existe interferencia en las respuestas cromatogrdaficas de la Casiopeina Hi-i
a causa de la matriz bioldgica por lo tanto el método es adecuado para
ser utilizado en la cuantificacién de la Casiopeina Hl-i en los fluidos
biolégicos ya mencionados.

5.2 Determinacién de tiempo de equilibrio.

La tabla No. 6 muestra los resultados de la determinacion del tiempo
. de equilibrio, estos fueron graficados en las figura No. 19 en la cual se
observa que la didlisis alcanza el tiempo de equilibrio aproximadamente a
las 4 horas por lo que el resto de los experimentos se realizaron durante 5
horas de tiempo de didlisis.

La determinacién del tiempo de equilibrio fue realizada para
corroborar el tiempo reportado por Fuentes-Noriega et al.

5.3 Determinacién la unién a la membrana.

La tabla No. 7 muesira que 23.86 % de la Casiopeina lll-i se une a la
membrana. Esto se detecto durante la determinacidon del tiempo de
equilibrio ya que se observé que habia una disminucidn de la Casiopeina
Hi-i utilizada inicialmente., con respecto a la cantidad cuantificada al
término del experimento por lo que fue un parametro importante a
determinar para asi considerario en los cdlculos de ios resultados finales
durante todo la parte el trabajo experimental.

5.4 Unién a proteinas plasmadticas en plasma de humano y plasma de rata
y albdmina humana.

Las tablas No. 7, 8, 9 y 10 muestran los resultados de la unidn a
proteinas y las Figuras No. 20, 21 y 22 muestran las graficas del porcentaje
de unidn a proteinas de la Casiopeina lll-i en plasma de humano, plasma
de rata y solucion de albumina humana al 4%. Los resultados muestra que
la unién a proteinas en plasma rata es menor Que Ia unién a proteinas en
plasma de humano, esto puede ser debido a que la rata contiene una
menor cantidad de proteinas en el plasma (32), lo que ocasiona que en
comparacién con el plasma de humano, exista una disminucidn de
porcentaje de unidén a proteinas de la Casiopeina lll-i en dicho plasma.

En plasma de rata y albimina humana no fue posible detectar la
Casiopeina ll-i a la concentracion de 12 ug/mi debido a la baja

sensibilidad del método analitico.
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Asi mismo, el grado de unidn a proteinas en plasma de rata y plasma
de humano no es significativo, ya que es menor del 90% y por ello a estas
concentraciones se esperaria que no repercutiera en una depuracion
lenta al aplicarse en la clinica. Por otro lado,. al administrarse en forma de
poli-farmacos. lo que sucede comUunmente en terapia contra el cancer, se
esperaria que no presentara proeblemas en presencia de otros farmacos.

En los resultados obtenidos en plasma de humano se observa que la
concentracidn en plasma de humano existe un leve aumento de la unién
a proteinas, por lo tanto se sugiere optimizar el método o proponer un
meétodo mas sensible para hacer la determinacién o concentraciones
menores a 12 pg/ml ya que este método analitico para la cuantificacion
de Casiopeina lll-i en fluido bioldgico (validado por Fuentes-Noriega et al)
tiene un limite de cuantificacion de 5 ug/ml lo que impide aplicar este
método para la cuantificacion de concentraciones menores en una
diclisis.
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CONCLUSIONES.

El método analitico utilizado para la cuantificacidn de la Casiopeina
Ill-i de acuerdo con la revalidacion es lineal a las concentraciones de 5
pg/mi a 100 ug/mil, es repetible y selectivo para las matrices bioldgicas
utilizadas.

El tiempo de equilibi:io obtenido y utilizado para la didlisis fue 5 horas,
reportado previamente por Fuentes-Noriega et al.

El grado de unién a proteinas de la Casiopeina lli-i en cada fluido
bicldgico encontrado es:
Conc. Y% Unién en plasma | % Unién en plasma |2 Unién en albomina
(ng/ml) de rata (n=5) de humano (n=5) al 4 7% (n=5)
- 5 {desviacion estandar) {desviacién estdndar) (desviacidn estandar)
jo . _ 89.1 .
. {1.92)
25 - 48.3 763 . 30.5
. (7.6) 0.17) (6.4)
50 57.7 76.4 37.9
(9.6) - (4.4) (4.9)

En plasma de humano é! % de unidn a protelnas es mayor que en
plosmc de rata y los dos anteriores son mayores'‘que en albumina humana,
lo que “‘permite concluir que’la mayor cantidad de Ccsuopelna IN-i se une
en mcyor proporcnén ala a—ghcoprotemo ya componentes sanguineos.

Al dlsmnnwr la concentracién en plcsmo de humano se nota un leve
aumento de la unién a proteinas, por o tanto se requiere de un método
mas sensible para hacer la determmccién a concentraciones menores al
12 ug/ml :

Es recomendable verificar la unidén a proteinas en alfa-glicoproteina
para observar si la diferencia entre plasma de humano y albOmina
humana se debe a la presencia de esas proteinas en plasma de humano.
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