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1. 1 INTRODUCCIÓN. 

El desarrollo de nuevos fármacos requiere de una interacción 
multidisciplinaria entre investigadores para así contar con moléculas con 
potencial farmacológico a lqs cuales se les efectué las pruebas que 
determinen su eficacia. biodisponibilidad. seguridad y mecanismo de 
acción. 

Es importante. dur<:1nte el desarrollo del estudio preclínico de las 
Casiopeínas. determinar las propiedades biofarmacéuticas inherentes al 
fármaco y a la forma de dosificación que será utilizada durante la etapa 
clínica. 

En la facultad de química a finales de la década de los 70's bajo la 
dirección de la Doctora Lena Ruiz Azuara fueron sintetizadas las 
Casiopelnas que es una lamilia de mós de cien complejos inorgónicos que 
contienen metales como el Cobre (11) y con un ligante bidentado del tipo 
diiminas (N-NJ con aminoacidatos (N-0) o donadores (0-0). Durante la 
década de los 80's se comprobó la actividad antitumoral de algunos 
compuestos de esta familia en ensayos in vivo y posteriormente en 1992 

· fueron patentados. La Casiopeína 111-i ((Cu(4.4'-dimetil-2.2'-bipiridina) 
(acetilacetonato)) (N03J se -encuentra en etapa preclinica con alto 
potencial antineoplásico en líneas de carcinoma cérvico-uterino _(SiHa y 
HeLa). carcinoma de mama_ (MCF7). Leucemia promielocilica (HL60). asi 
como se ha aplicado como tratamiento es especies ·animales como ratón. 
gato y perro. 

La unión a proteínas plasmáticas es parte complementaria de los 
estudios farmacocinéticos. po'r lo tanto es de- gran importancia conocer 
esta unión ya que nos sirve para seleccionar el régimen de dosificación de 
un fármaco. · - · --

La unión de un - fármaco a proteínas plasmáticas. puede ser 
determinada por la técnica de diálisis al equilibrio. Esta técnica sirve para 
la separación de las moléculas por medio de una membrana 
semipermeable. Esta separación depende del peso molecular de la 
molécula. 

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

~ 
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rata y albúmina humana. para obtener una comparación entre especies 
animales y a su vez confirmar en cual de las proteínas presentes en el 
plasma en mayor proporción (albúmina y a-glicoproteína) se une la 
Casiopeína 111-i. así como. conocer el comportamiento de la Casiopeína 111-i 
in vitro y obtener una mejor correlación en fluidos biológicos. 

El estudio se realizó con la Casiopefna 111-i a concentraciones de 12. 25 
y 50 µg/ml en plasma de humano. plasma de rata y albúmina humana por 
el método de diálisis al equilibrio a 37° C. 16 rpm con un tiempo de 
equilibrio de 5 horas y solución amortiguadora 0.064 M pH = 7.4: las 
muestras fueron cuantificadas por el método de CLAR. La unión a 
proteínas en plasma de humano a una concentración de 12 µg/ml fue de 
89 %. a una concentración de 25 y 50 µg/ml fue de 76 %. en plasma de 
rata a concentración de 25 µg/ml fue de 48 % y a concentraciones de 50 
µg/ml fue de 58 % y en albúmina humana a concentraciones de 25 µg/ml 
fue de 30% y a concentraciones de 50 µg/ml fue del 38%. 

En plasma de humano él % de unión a prot·eínas es rnayor que en 
plasma de rata y los dos anteriores son mayores que en albúmina humana. 
lo que permite concluir que la mayor cantidad de Casiopeína 111-i se une 
en mayor proporción a ot-glicoprotefna y componentes sanguíneos. 
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1.2 OBJETIVOS 

OBJETIVOS GENERALES 

Determinar el grado de unión a protelnas de la Casiopeína 111-i por el 
método de diálisis al equilibrio en plasma de rata. plasma de 
humano y albúmina humana. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

.:~,·_:::~ , :·,_.--:.,.: 
Cuantificar/1;:'.,;casiopeína 111-i por el método de cromatografía de 
alta resolÜC:ión~''f{ .• ;·,,:y.,;;" ''• 

~~~!~l·,!~/i!i~.~1;~~t~~~~~tE~i[fJ~i~~c) ci':~cf.~6!~~~(n~u~l~t:~ 
plasma de ratci'.:i:>1cismcdiü'mario,,y,albumiria.humciná;·.. .• ' ·. ' . 

::~;·'.- :.< p~~~-:-::.-~\·;~~~~i'.;l~:~~;~rít~i~?~tt~~{L1:~~~$}~ ~;I~t~·:i~~~fi~~-~:~~r~~i~~tt~~~~~l~JV~~~~~~~?~~~-~~~~::: :·:. -~ ·,._~ ~--. ; 
oe;terminar;.el.porcentaje de unión a la membran.a .<;!<::,la Casiopeína 

111-.. \,,·.·-:·" . • ·.·· ,,. - ;~:N'.!%:'7.X< 
Deterrnin.(lr;·euiempo ·de eq.. . 'C:te .. .de la Casiopeína 111-i en 
solución ,arriOrtigUaciói-a deJostcit6s 0.064. M í:>H ;,;;7 A.~ ' •. . ... 

-- <~~_--.: ~-1_ ·/;.-~-~ ;~t~~:?~~~-~(;~~~~\~f j;~:~c.;Y:~~~1 ~~ ~::'.{~'::-.~:~-9~~~1~-\~~~~:;~E :~t~~t;~:~;~~~~·.:,:: :\?~:-:· · 
Determinar:1ci :unión :a· protefnas''de)ci .• Ccisiopeíria 111-i por el método 
de. diólisis'ál.•:equilibño.'•~eri":'.albúminá~·tiumciná/'plasma de rata y 
plasma C:te.húmcmo:'.'.: /· ·":.·;: · ,.,,~" .. _' -····· .·· - -

~ --· 
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2.1 INTRODUCCIÓN 

El cóncer comienza cuando una célula ha perdido sus mecanismos 
de control generando el crecimiento descontrolado. Todas las células del 
organismo pueden sufrir este descontrol en el crecimiento~ formando una 
rnosa de tejido canceroso que genera invasividad y rnetástcisis. 
La tabla No 1 muestra estadísticas de 1999 en donde el cáncer es la 
segunda causa de· muerte en México. ( 1) : 

Tabla 1.-Principales Causas de Mortalidad General. Estados Unidos Mexicanos# 1999. 

No.de Causa Orden 
Total 

1 Enfermedades del corazón 
Enfermedades isouemicas del corazón 

2 Tumores moliqnos 
3 Diabetes mellitas 
4 Accidentes 

- Accidentes de tráfico de vehículos de motor 
5 Enfermedades del hfaado 

- Enfermedad alcohólica del hfaado 
6 Enfermedades cerebrovasculares 

7 Ciertas afecciones originadas en el periodo 
oeñnatol 

Dificultad respiratoria del recién nacido y otros 
trastornos respiratorios originados en el período 
oerinatal 

8 Influenza y Neumonía 
9 Aaresiones <homicidio\ 

10 
Enfermedades pulmonares obstructivas 
crónicos 

• 11 Toso por IOC>.CXX> hob1lontes. 
Fuente: INEGI. SSAIOGEI. 1999. 

Defunciones 
Tasa• 

1/ 
443.950 452.4 
69.278 70.6 
44.070 44.9 
53.662 54.7 
45.632 46.5 
35.690 36.4 
11.659 11.9 
27.040 27.6 
13.417 13.7 
25.836 26.3 

19.268 19.6 

10.042 10.2 

14.068 14.3 
12.249 12.s· 

11.319 11.5 

Las células de cáncer se desarrollan a partir de células normales en un 
proceso denominado transformación. El primer paso en el proceso es la 
iniciación en el cual el material genético de la célula sufre un daño· por 
causa de un carcinógeno que la preparara para transformarse en 
cancerosa. Eí paso ·de fa promoción es cuando una céíula que ha iniciado 
su cambio se transforma 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 corno un cáL 
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El cáncer puede ser causado por agentes tísicos. químicos y 
biológicos. Estos agentes olieron o dañan el DNA produciendo cambios 
que conducen a la formación de un adenoma (tumor benigno). Un 
encogen hoce que el adenoma crezca activamente. 

Los factores de riesgo del cáncer han cambiado con el poso del 
tiempo. Algunos cánceres que eran corrientes se han convertido en raros. 
(1. 2. 3. 4. 5) . 

2.2 CASIOPEÍNA 111-1. ( 1.2. 6. 7. B. 9. l O. l l. 12. 13) 

Antes de que un medicamento llegue al mercado es necesario que 
este pase por una larga etapa de investigación. Los requisitos para ·q..,e un 
medicamento sea aceptado por lo Secretaria de Salud son dividas en tres 
rubros: · - ' · · -

Parte farmacéutica 
Parte farmacología y 
Parte bíoformacéutica. 

La parte farmacéutica solicita toda la'inform~~iÓn ~uimica.acerca 
0

del. 
fármaco y de la forma farmacéutica. · · ·· '" 

La parte farmacología.incluye las f.:.se; Cle ~¿¡~·dio ~reclínica y c!íni~a 
(Fase l. Fase 11 y Fase 111). · 

La parte biofarmacéutica incluyen los estudios de biodisponibilidad y 
bioequivalencia. · 

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 similor al 
de los metales que se encuentra en los fluidos biológicos y que posee un . 
número de coordinación alto. Por otro lodo los ligantes deben tener la 
capacidad de formar quelatos y cierto grado de hidrofobicidad e 
hidrofilicidad. Según las características mencionadas de los compuestos en 
términos de solubilidad. potencial electroquímico. capacidad de 
transporte a través de los membranas y estabilidad. se pretende entre otros 
posibilidades. que el mecanismo de actividad seo por interacción con el 
DNA. 
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En la actualidad existen númerosos fórmacbs anlineoplósicos de 
origen orgánico e inorgónico# pero la existencia de tumores refraciarios a 
estos tratamientos. la elevada toxicidad y alto costo estimula la búsqueda 
de nuevas moléculas que ·mejoren estas características. Ademós de las 
causas anteriores la rozón para la búsqueda de nuevos compuestos está 
basada en el deseo de encontrar compuestos con: 

1 . Ausencia de resistencia cruzada al cisplatino 
2. Un espectro más amplio de actividad. particularmente en óreas 

clínicas donde el cisplatino no ha demostrado efectos terapéuticos 
significativos. 

3. Mayor actividad antitumoral. 
4. Disminución de efectos eméticos y renales. 
5. Sinergismo en terapias combinadas. 

En la facultad de química a finales de la década de los 70"s bajo la 
dirección de la Doctora Lena Ruiz Azuara fueron sintetizadas las 
Casiopeínas que es una familia de mós de cien complejos inorgónicos que 
coniienen metales como el Cobre (11) y con un ligante bidentado del tipo 
diiminas (N-N) con aminoacidatos (N-0) o donadores (0-0). Son 
compuestos de coordinación enólogos al cisplastino. que se diseñaron 
considerando diferentes parámetros y propiedades quimicas como son: el 
metal 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. 

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

La Casiopeína 111-1 ((Cu(4.4'-dlmetil-2,2'-bipiridina) (acetilacetonato)) 
(N03) se encuentra en etapa preclínlca con alto potencial antineoplósico 
en líneas de carcinoma cérvico-uterino (SIHa y HeLa). carcinoma de 
mama (MCF7), Leucemia promielocitlca (HL60) y actividad antlneopláslca 
de crecimiento tumoral en ratón desnudo atímico (aplasia congénita 
hereditaria del timo). Así como algunos estudios indican que no causan 
daños teratogénicos a ratones preñadas en dosis bajas. 

El posible mecanismo de acción se cree que es debido a planaridad 
en la .geometría de la molécula y el ligante diimina con carácter 
hidrofobico que le confiere la posibilidad de actuar como intercalante a 
través de interacciones con las bases púricas y pirimidicas del~ el 
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ligante cargado le confiere. una polaridad necesaria para el transporte de 
la molécula. El centro metólico por su parte. participa en ciclos redox 
para liberar especies reactivas de oxigeno que oxidan al DNA dando 
como resultado daño irreparable en su estructura. 

0-0 
'>(. 

' r.. J 
~e~Me 

'' ' 

RgUra 1. eStf.u~tura d8.Ía Casiopeína 111-1. 

: :·' ... ··_·, ·. . 

+ 

Los estudios'-de;t~;.¡cidad han permitid~ obtener lo Dlso de 24.68 
mg/k:g por vía intr?pe~to.,eol:, .. · -

Los•'·estudios';~ic:ir;:,:,cicoC:inéticos: inc:lican ·1as siguientes propiedades 
físicos y fc:írmacocinéticos; · · · · · · · · · · 

·'. ·'.~~ .. ·. ;<~ 

só1ub1e',en o9'ua v: ~etciríol. e; 
Estable· en soluciones fisiológicas., .-' 
nene un pKc:ide 8.25 y_un coeficiente de partición de 0.01364. 
Farmacocinética eri rcitcis: i ;·p:: ~; 

Área boj~ la';;u~CJ (ABCÍd~ 22277.14 µg/ml. min. 
Tiempo de vida medio (t112) de 12.47 hr; 
Cmox: 157.37 µg/ml 
Depuración (CIJ de 0.000115 µg/min; 
Tiempo de vida media de residencio (TMRJ de 7.15 hrs; 
Volumen de distribución aparente de 0.118 L; 
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Farmacocinética en conejos: 

Área bajo la curva (ABC) de 29820.78 µg/ml-min. 
Tiempo de vida media (!112) de 22.8 hrs; 
Cmax : 15.1 1 µg/ml 
Depuración (CI) de 0.00443 µg/min; 
Tiempo de vida media de residencia (TMR) de 32.73 hrs; 
Volumen de distribución aparente de 8.69 L; 

Farmacocinética en perros: 

Área bajo la curvo (ABC) de 451149.77 µg/ml. min. 
Tiempo de vida media (!112) de 246.7 hrs: 
Cmax: 88.76 µg/ml · · 
Depuración (CI) de 9Xl o-s µg/min; . < :· .'.:'. . 
Tiempo de vida media de residencio __ (TMR) de 352.1 6 hrs; 
Vc:umen de dislribu.:::ión aparenle_de i:9}.; L:.·:: 

"··.~'· ·cJ':""; .,/,\~ 

2.3 UNIÓN A PROTEÍNAS PLASMÁTICAS. (15. 16.Jf'.'f~'%9::20:2:3; 24) 
• • ¡ ~- < ' • -' • -••e "·".,' 

La unión de fórmacos a proteínas tiene una·'gron influencia en su 
comportamiento formacocinética y farmacodinómico ya que solamente 
la fracción libre se encuentra en disposición de cumplir con su efecto 
terapéutico. 

Una vez que el fórmaco llega a circulación sistémica. se produce uno 
distribución del mismo en las células sanguíneas.· proteínas plasmáticas y 
agua plasmótica. Solamente la fracción libre del fórmaco se encontraró 
en disposición de abandonar el espacio vascular paro difundir al espacio 
extravasculor y alcanzar los distintos órganos y tejidos. donde se fijará con 
mayor o·menor intensidad a las proteínas u otros componentes tisulares. 

La interacción mós importantes se produce a nivel de proteínas 
plasmáticas, las cuales se pueden fijar a moléculas de fórmocos, 
principalmente mediante uniones físicas reversibles tales como puentes de 
hidrogeno o fuerzas de Van der Waals. La unión irreversible de un fórmaco 
a una proteína plosmótica es menos frecuente y se produce. como 
consecuencia de una activación química del fórmoco que se une a 
proteínas mediante un enlace covalente. 

~ 
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El plasn1a humano contiene más de 60 proteínas de las cuales las más 
importantes desde el punto de vista de la fijación de fármacos son: 

a) Albúmina: es la más abundante y la máxima responsable de la 
fijación de fórmacos. El 40 3 de plasma es albúmina. ademós esta 
proteína se encuentra distribuido extrovascularmente. En 
condiciones normales los niveles plasmáticos de albúmina son de 35-
45 g/l. Aunque lo albúmina fija uno gran variedad de fármacos. 
desempeña un papel fundamental en la fijación de fórmacos 
neutros y ócidos débiles. 

Se han descrito cuatro sitias de unión en lo molécula de albúmina 
plasmótica: 

Sitio l. A él se unen fórmacos de estructura diversas tales como la 
wortarina. fenilbutazona. etc. 
Sitio 11. Se ·unen el diacepam y los ócidos carboxflicos. 
Sitio 111 • El tercer sitio de unión corresponde al tamoxiteno 
Sitio IV . El cuarto sitio es el que corresponde a la digitoxino. 

También hoy sustancias endógenas que se pueden unir a la albúmina 
y competir por los mismos sitios de unión de algunos fórmacos. 

b) a.-glicoprotefno. Es lo mós pequeña de los proteínas plasmóticos. Es 
una glicoprotefno ácida con peso molecular de 41 000 Dalton y un 
gran contenido de ócido siálico. lo que proporciono la naturaleza 
ócida y un bojo pKo. Su concentración oscila entre 0.4-1.0 g/L. 
produciéndose un aumento cuando existe· un proceso inflamatorio. 
un proceso maligno. estrés y disminuyendo en casó de trastornos 
hepáticos o renales. 

c) Lipoproteínas son moléculas de gran tamaño. sobrepasa los 2500000 
Doltons para las J3/lipoproteínas. Contiene cantidades importantes 
de lípidos. La cantidad plasmótica es variable. A estos proteínas se 
fijan principalmente en fórmacos liposolubles. con elevado volumen 
de distribución y generalmente de naturaleza básica. 

d) Globulinas. Las a. J3 y y globulinas constituyen un grupo importante de 
proteínas con capacidad para fijar fármacos. Las a y J3 globulinas 
presentan uno fuerte afinidad por numerosas sustancias endógenas 
y por las exógenos de estructuro similar. la y globulina reacciono 
específicamente con antígenos. 

~ 
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2.4 CINÉTICA DE LA UNIÓN A PROTEÍNAS. (15. 16. 17) 

La unión reversible de los fármacos a las proteínas requiere por lo 
general que la conformación original de lo proteína no es alterado. 

La fijación a proteína sigue en general la ley de acción o de equilibrio 
químico. es decir existe. existe un equilibrio reversible entre la forma libre y 
la forma ligada que constituye uno forma de almacenamiento plosmótico. 

La ley de acción de masas dice que la velocidad de una reacción 
química a uno temperatura dada es directamente proporcional a las 
concentraciones de los sustancias qúe reaccionan. 

Cuond.; l.; u·~¡Ó·n o protef;,as es reversible. lo cantidad de un fórmaco 
unido actúa C:omó:uncdepósíto del cUal se va liberando lentamente el 
fórmoco activo Y,reempla2'.()~do al que .es eliminado. 

Lo cinética ~e . ·le:,·. u~ió.n reversible· ·de fórmacos . a proteínas puede 
describirse como sigue: • '. 

k2 

[P]: concentración rr.5i2.:Ji1aprotefna libre: 
[F]: concentración molordel.fórmoco libre. 

[PF] .. , ..•... (1) 

[PF]: concentraciórfmolor .. del complejo fórmaco-proteína. 
K1: constante de.'osocioc.íón del.complejo fórmoco-proteína. 
K2: constante' de 'ciísodoción del cómplejo fórmoco-protefno. 

·~: .. ~,, ,,·, ·,~;::~~~ -.. :{~~~:/·: ~r""A:: ... .,_ -,. . 
:.. ;.-.-... ·-

Cuando se alcen.za el equilibrio se tiene que: 
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Siendo Ka la constante de afinidad que se define como el cociente 
entre k1 y k2. 

K-=~ ........ (3) 
kz 

La magnitud de la constante de afinidad (ka) proporciona 
información sobre el grado de unión del fórmaco a la proteína. 

La cantidad de complejo fórmaco-proteínas formado es dependiente 
de la constante. Ka y la magnitud de esta corriente proporciona 
información acerca del grado de unión. 

Los fórmacos que estón fuertemente unidos a proteínas tienen un Ka 
grande y estó en su mayor parte en forma de complejo. Con este tipo de 
fórmacos es necesaña una dosis mayor para obtener una concentración 
terapéutica del fórmaco libre . 

. Todos los fórmacos· saturan los sitios de acción a concentraciones 
. suficientemente altas. A concentraciones todavía mós altas todo el 
fórmaco adicional sigue libre. así que la fracción unida disminuye. Por el 
contraño conforme el fórmaco es eliminado del cuerpo la frac;r-ión unida 
tiende a incrementar y el grado en ·lo que lo haga dependeró de la 
afinidad del fórmaco a la proteína . alcanzóndose asi la fracción unida 
máxima. ·· 

La formación del complejo fármaco-proteína es un proceso saturable. 
de manera que si la dosis son muy altas o existe alguna enfermedad en la 
que la concentración de proteína plasmóticas principalmente albúmina. 
se vea disminuida puede• llegar a una saturación que trae como 
consecuencia una mayor concentración del fórmaco libre pudiéndose 
presentar en _un· aumento imprevisto en la respuesta farmacológica. 
llegando a ser toxico. Así mismo al administrar conjuntamente fórmacos 
que.se unen en alto grado a proteínas los efectos secundaños se pueden 
potenciar. lo cual puede interpretarse como resultado del desplazamiento 
del fórmaco de los sitios de unión a proteínas plasmática. 

El complejo fórmaco-proteína influye en la farmacocinética de un 
fórmaco ya que. el fórmaco libre puede pasar a través de las membranas 
celulares y alcanzar los receptores o bien ser eliminado. 
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Solo el fórmaco libre esta disponible para la filtración glomérular por lo 
que. la excreción por ésta vía se ve afectada por el grado de unión. Lo 
velocidad de desaparición del organismo tiende a ser autolimitada. por lo 
menos en el rango en el que la fracción unido aumenta con la disminución 
de lo concentración del fórmaco. Entre mós baja sea la concentración. 
menor seró fracción susceptible de filtración por el glomérulo. 

Los procesos activos tales como lo secreción en los túbulos renales o el 
transporte por acarreador a través de membranas celulares no estón 
restringidos al fórmaco libre. La reversibilidad de lo interacción fórmoco­
proteína es ton rópída que las moléculas de fórmaco libre retiradas de lo 
fose acuoso mediante el flujo sanguíneo renal y por estos procesos activos. 
se reemplazan instantóneamente por mós fórmoco libre derivado de lo 
disociación del complejo de unión provocando que el tiempo de vida 
media de eliminación sea corto. 

Es importante considerar el efecto de lo unión a proteínas y tejidos en 
ia vida medio biológica de los fórmacos. yo que. si lo eliminación de un 
fórmaco esta limitada por el flujo sanguíneo o través del cuerpo. entonces 
el tiempo de vida aumenta mientras aumenta el grado de unión a 
proteínas. Terapéutícomente la prolongación de la vida medio solamente 
llego a ser importante cuando el porcentaje de unión a proteínas 
plasrnóticas es mayor al 90%. 

Uno disminución del grado de unión puede producir un aumento 
relevante en el volumen de distribución de fórmacos que estón altamente 
unidos o proteínas plosmóticos y tienen un volumen de distribución 
limitado. 

El incremento en el volumen de distribución puede aumentar lo 
concentración del fórmaco en el sitio receptor. El aumento en las 
concentraciones del fórmaco en tejido y la consecuente disminución de lo 
constante de eliminación puede ser ríesgoso para aquellos fórmacos con 
un estrecho índice terapéutico. 

Las variaciones en el volumen de distribución o en el tiempo de vida 
media pueden influir en el aclaramiento de un fórmaco y por lo tanto la 
unión proteínas puede influir también en el aclaramiento bojo ciertos 
circunstancias. de ahí la importancia del estudio de unión a proteínas en lo 
etapa preclínica. 

~ 
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2.5 DIALISIS AL EQUILIBRIO. ( 15. 1 6, 1 7. 28) 

Para la determinación de unión a proteínas existen dos técnicas mós 
utilizadas: Diólisis al equilibrio y la ullrafillración, esta última se emplea con 
menor frecuencia debido a que el volumen obtenido es muy pequeño 
limitando el uso para fracciones de fórmaco muy pequeño. 

En la diólisis al equilibrio la proteína e$ta contenida en un 
compartimiento. el cual esta separado de un segundo compartimiento por 
una membrana permeable a lodos los otros componentes del sistema 
excepto a la proteína misma. Cuando llega al equilibrio existe la misma 
cantidad de fórmaco libre en cada compartimiento. La cantidad de 
fórmaco que se une a la membrana puede variar dependiendo de la 
naturaleza química de la membrana empleada. En el método de diólisis al 
equilibrio las membranas mós utilizadas son de celulosa regenerada y 
existen de mayor o menor grosor. 

Tab1a No 2. Corr1parcci6n entre la diálisis al equilibrio y ultrafiltración. 

METO DO VENTAJAS DESVENTAJAS . Diólisis al . Temperatura . nempo para alcanzar 
equilibrio: controlada el equilibrio . Aparato de diólisis. . Degradación de unión . Muy usada . a proteínas inestables. . Técnica simple y . Posible unión de 

económica. fórmacosa . Muestras pequerias de componentes de la 
de proteína. celda. 

- -~ . Dilución de proteínas 
plasmóticas. 

._ .. :e ·' . Tediosos . Ultra filtración . Es una técnica si1Tiple. . El volumen del filtrado 
rápida y·bara.ta: .. :: puede ser insuficiente . Muy usada . para el anólisis de los 

fórmacos. . Posible unión de 
fórmacos al ultrafiltro. . Temperatura 
incontrolable. 

~ 
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Figura 2. Principio de diólisis al equilibrio. 

Algunos de los factores que afectan el proceso de diólisis son: la 
temperatura. la velocidad de rotación. órea de la membrana. espesor y 
tamaño de poro. 

Rgura 3. Dializador Spectrum 5-cell. 

El dializador Spectrum 5-cell esta constituido por 5 celdas de teflón. 
cado celda de teflón. estó diseñada de tal manera que al unirse sellan los 
membranas y por lo tanto dividen el interior en dos compartimentos uno a 
cada lado de lo membrana. Cada celda de teflón se separa de otro por 
espaciadores de acero inoxidable. las muestras se retiran a través de 
oñficios localizados en el borde de los celdas. 
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La membrana se selecciona poro permitir únicamente el paso del 
fórmaco libre. En este tipo de estudios se introducen solución 
amortiguadora de fosfatos 0.064M a pH = 7.4 con el fórmaco en uno de los 
compartimentos de la celda y la solución de albúmina o plasma total en 
otro compartimiento. 

Las celdas montadas en el soporte se colocan en la unidad de 
rotación. Las celdas de tefión se rotan alrededor de un eje perpendicular a 
la membrana a velocidades variables se ajustan entre 5. 1 O y 20 r.p.m. 

El equipo de diólisis esta diseñado para ser sumergido en un baño de 
agua. Únicamente se sumerge el soporte de las celdas y las celdas de 
teflón. 

La concentración de fórmaco libre es igual en ambos lados de la 
membrana después de terminado tiempo. Para obtener la fracción libre. 
en la próctica se divide la concentración obtenida del lado del buffer al 
equilibrio entre la concentración obtenida del lado del plasma del 
equilibño. es decir: 

Fl.=-~ 
C1.+Co 

Donde: 

C1: concentración del fórmaco libre. 
Cu: concentración del fármaco unido. 

2.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN (21.22, 25. 27) 

La cromatografía es un método usado pñmañamente para la 
separación de los componentes de una muestra en Ja cual los 
componentes se distribuyen entre dos fases una estacionaria y una fase 
móvil. 

La cromatografía liquida de alta resolución representa una de las 
herramientas mós empleadas en el laboratorio analítico moderno. La 
técnica de cromatografía constituye un método de separación y en 
combinación con detectores adecuados •. de medición cuantitativa 
simultánea. 

~ 
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simult6nea. 

Este procedimiento se desarrolló al aplicar los princtptas de la 
cromatografía en la columna alimentada por gravedad convencional. Los 
materiales usuales de lo fase estacionario. celite o sílice. de pequeño 
tamaño y en algunos casos sustituidos por partículas de material sintético. 
Tales partículas permiten una mejor distribución del soluto entre lo fase 
móvil y acuosa. pero por encontrase fuertemente empacadas. ofrecen 
uno mayor resistencia al flujo del solvente. Paro lograr flujos útiles se hace 
necesario en uso de bombas para vencer la resistencia del material de la 
fase estacionaria. 

Instrumentos. 

Bósicamente los equipos de C.L.A.R. pueden clasificarse en 
integrados y modulares; los m6s utilizados actualmente son los modulares. 
Los modulares son instrumentos individuales que permiten armar el equipo 
según la necesidad del analista. Adem6s de lo visualización de cada 
componente permite no solo el mejor conocimiento y control visual del 
equipo si no el mejor aislamiento y resolución de problemas cuando estos 
se producen. 

Figura 4. Esquema de un equipo cromatográfico. 
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Tuberías. 

La fase móvil empleada en C.L.A.R. debe circular por tuberías que 
conectan el reservaría de solvente con la bombo, la bomba con el 
inyector. este con uno o mós detectores conectados en serie y 
eventualmente con un colector de fracciones o vólvulos de distrib.ución. Es 
evidente que estas tuberías deberán ser inertes y de acuerdo a su 
ubicación del sistema cromatogrófico y resistente a altas presiones. Así 
como se emplean tubos de acero inoxidable o poliméricas [propileno o 
teflón). 

Bombo 

Las bombas de C.L.A.R. impulsan Jo fase móvil proveniente del 
reservoño_ de solvente hacia el inyector y desde ahí o Ja columna. 

Las bombas están construidos de mciteñales muy resistentes tanto al 
ataque químico con~o al desgosle mecánico. Los componentes en 
contacto con el solvente son de acero inoxidable. zafiro. rubí y teflón. En 
general el acero inoxidable se utiliza como cuerpo de toda Ja bomba. 
paro Ja construcción de tuberlas. conectores y cabezales de Jos pistones. 

Inyectores. 

El inyector es el dispositivo q"ue--perrnite introducir la muestra en 
solución sin interrumpir el ,caudoJ ·_,de-.solvente o .través del sistema. El 
inyector debe reunir uno señe de cOrocte.rísticas importantes entre ellos: 

Debeserfácil deop.;.ror~:~;.>,. ~·:. .:·:C -~_ ;·· 
Debe ser inerte al ataque químico y capaz.de soportar altos presiones. 

• Deber ser preciso ·en cuánto'o Jo' cantidad de muestra introducido en el 
sistema ·_·_ ·': ';-', :2~,;~!?:"70;~~~~-'7;~.-:f-. > , · -

No deb~ P~('.)':".c;:>cC::J,r.<;:'i!~Si('.)r,i.es:irnPºrtantes de la solución inyectada. 

Actuolm;,,;.,t~-\c:;; tC>toiidc:Jd de Jos inyectores son vólvulos que oñentan el 
caudal hacia Ja columna y que puede accionarse manual o 
automáticamente. 

Detectores. 

El detector es la parte del equipo cromotográfico que permite ver y 
ubicar en tiempo- y espacio la posición- de cada component~no 
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muestra a la salida de la columna cromatográfica. 

Columnas para la cromatografía liquida. 

Se han usado numerosas columnas de diferentes tipos. La columna 
más común es de 4.6 mm de diámetro interno que consiste en un tubo de 
acero inoxidable con paredes muy gruesas. La longitud más común es de 
250mm. 

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

Es de gran ayuda pasar la fase móvil a través de una columna 
pequeña rellena de sílice antes de que llegue a la columna analítica. Esto 
satura la fase móvil con.sílice y previene .la pérdida del empaquetado de 
la sílice de · la ·columna analítica. Lcis columnas pueden dañarse por 
perdida del rellenC> provocado porüna disolución del mismo. 

Sistema de. toma y procesamiento de datos. 
. ~ . .· . 

El resultado del ensayo cromotogrófico es por un lado. la obtención 
de fracciones separadas de los componentes de la muestra. y por el otro 
lado. la del gráfico o cromatograma. de cuya interpretación puede 
extraerse conclusiones cualitativos y cuantitativas. Este registro y la 
eventual manipulación se obtienen o partir de la señal proveniente del 
detector y por medio ·de un sistema de tomo y procesamiento de datos. 
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3.0 
~ARTE EXf EfilMENTAL . 

TESIS CON 
FALLA DE OFJGEN 
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3.0 PARTE EXPERIMENTAL. 

La parte experimental se realizó en el laboratorio 112 del Edificio E de 
la Facultad de Química. 

3.1 Equipo 

Dializador Spectrum 5 Cell 
Equipo desionizador de agua. Millipore. 
Equipo para filtración de disolventes. Millipore. 
Balanza analítica Ohaus. Mod. 21975 
Centrífuga Eppendorf Mod. M37615 
Potenciómetro Orion Research Mod. 301 
Sonic or FIRE Scientific Mod. FS60 
Cromatógrafo de líquidos: 

Bomba Shimadzu, Mod. LC-1 OAT 
Detector U V-Vis. Shimadzu. Mod. SPDCl OAV 
Automuestreador. Shimadzu. Mod. SfL-1 OA 
Integrador. shimadzu. Mod. SCl-10 
Software Shimadzu Class VP Versión 5.0 

3.2 R!"actlvos. 
.- . '~ : ·' ) 

Casiopeína 111-i recristalizada; -'proporC:iocnada por el laboratoño de 
Química lnorgónica (Dra. Lena Ruizy_col):- _ 

Metano! HPLC, Tecnolab. - -_.:_, ___ --_.;: ':.::_- __ . 
Fosfato de sodio monobósico·m-ém'ohidratado R.A .• J.T Baker 
Fosfato de sodio dibósico dodecahidratado monohidratado R.A .• J.T 

Baker · · · · 
Sulfato d Zinc R.A. 
Agua grado HPLC (destilada. desionizada y filtrada). 
Hidróxido de sodio R.A •• J.T. Baker. · 
Albúmina humana Sigma-Aldrich -
Material Biológico 
Plasma de humano 
Plasma de rata cepa Wistar (Harlan México). 
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3.3 Soluciones 

Solución amortiguadora de fosfatos 0.064 M pH = 7.4 
Solución amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH = 6.2 
Solución al 1 O 3 de ZnSO • 
Solución al 4% de albúmina humana. 
Solución patrón de Casiopeína 111-i 500µg/ml 

3.4 Preparación de soluciones 

3.4.1 Solución amortiguadora de fosfatos 0.064 M pH = 7.4 
' ~ ,, ' <' 

Pesar 0.87g de fosfato de sodio mon¡;básiC:,:/~'c;iorar·a 500 mi con aguo 
destilada. Ajustar el pH = 7.4 con NaOH 0.8 'M.' , 

3.4.2 Solución amortiguadora de fasf.;;:~~-K~·l·~·pH = 6.2 

Pesar 1 .2557 g de NaH2P04 y 0.3259'g';~~:,•~~~HP04 disolver y aforar a 1 OOOml 
con agua ,destilada. Ajustar pH = 6,.2, c'cil'l NAOH 0.8 M. 

3.4.3 Solución al 1 O % de ZnS0.4', 
- ' ' -,- . 

Pesar,0.5g de ZnS0.4 y afora'r,Cl 5 n-\'1 con agua destua-:=ia. 

3.4.4 Solución al 4% de ,albúmina humana. - .. - ---_,-

Pesar: 2 'g de Albúmina -h•uí+,ana y aforar a 50 mi con solución 
amortiguadora 0.0~4 M pH = 7.4;' 

3.4.5 Solución stock de Casiopeína 111-i 500µg/ml 

Pesar exactamente 0.05g de Casiopeína 111-i. Aforar a 1 O mi con agua 
destilada. 

~ 
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3.4.5. 1 Curva patrón de Caslopeína 111-i 

Lo curvo patrón se realizó con el siguiente esquema de diluciones: 

Tabla No 3. Soluciones de trabajo para la curvo patrón de Casiopeino 111-i. 

Sol. Stock de Concentración final de Alícuota de Aforo 
Caslopeína 111t1 (µg/ml) Caslopeína 111-1 (µg/ml) Caslopeína 111-1 (mi) (mi) 

10 5 2.5 5.0 

50 10 1.0 5.0 

50 25 2.5 5.0 

100 50 2.5 5.0 

500 100 1.0 5.0 

3.5 Condiciones cromatográflcas. 

Se revalido parcialmente (linealidad, repetibilidod y selectividad) y 
trabajo el método reportado por Fuentes-Noriego et al. (21,22. 26). Los 
condiciones de trabajo fueron los siguientes: 

Columna: Hypersil Hypurity e 18. dimensiones 250 X 4.6· mm. tamaño de 
porticulo de Sµ 

Precolumna: pre-columna Segurity Guord phenomenex guord cartridge 
system C18. 

Fase móvil: solución amortiguadora de fosfatos (O.O 1 M. pH = · 6.2) / 
Metonol HPLC 58:42 (v/v). 

Flujo: 0.8 ml/min 
Longitud de onda: 262 nm 
Volumen de Inyección: 1 00 µI 

3.6 Determinación de Hempo de equlllbrlo y unión a la membrana. 

3.6. 1 Preparación de las membranas 

Los membranas deben ser preparados un dio antes de realizar el 
experimento: 

1. Colocar las membranas en un vaso de precipitados de 250 mi. 
2. Remojar las membranas en agua destilada durante 15~os. 
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Desdoblar. si es necesaño cada membrana ayudándose de las 
pinzas de disección. cuidando no romperla y nunca tocarla con la 
yema de los dedos. 

3. Remojar las membranas en etanol al 303 durante 20 minutos. 
4. Desdoblar las membranas y enjuagarlas perfectamente con agua 

destilada para remover completamente el alcohol. 
5. Poner a remojar las membranas en solución amortiguadora de 

fosfatos pH = 7.4 hasta el día siguiente cubñendo el vaso con papel 
aluminio o parofilm. 

La determinación del tiempo de equilibño y lo unión o lo membrana 
se realizó en un dializador Spectrum 5-cell o las siguientes condiciones: 

Velocidad : 16 rpm 
Temperatura: 37° C. 

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

3.6.2 Tiempo de equmbrlo y unión a la onemtwana. 

En cada una de las celdas de menor grosor se coloco 1 mi de solución 
amortiguadora de fosfatos 0.064M pH = 7.4. en cada celda de mayor 
grosor fue colocada una muestra de 1 mi de Casiopefna 111-i a la 
concentración de 50 µg/ml en solución amortiguadora 0.064 M pH = 7.4. 
Las muestras fueron tomadas a los 2. 3. 4 y 5 horas y cuantificadas por 
CLAR. Esta determinación se realizó para corroborar la metodalC>Qía 
reportada por Fuentes-Noriega e< 

Celda de 
mmynrgn_,,. 

Celda de .....,.,....... 

figura 5. Dializador Spectrum 5-cell 

T 1n.1s co~ ] 
l_ FALLA CE OlliGEN 
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3.7 Unión a proteínas plasmáticas en plasma de humano. plasma de rata y 
albúmina humana. 

La diólisis en plasmo de humano. plasma de roto y albúmina humano 
realizó en un dializador Spectrum 5-cell .a las siguientes condiciones: 

Velocidad : 16 rpm 
Temperatura: 37° C. 

NOTA: Las condiciones de trabajo fueron a 37° paro simular la temperatura 
fisiológica y a 16 rpm por ser la velocidad que el equipo permitió. El método de diálisis fue 
validado por Fuentes-Noñega et al.-· 

En coda uno de las celdas de menor grosor se coloco l mi de solución 
amortiguadora de fosfatos 0.064M pH = 7.4. en las celdas de mayor grosor 
fue colocada uno muestro de l mi de Cosiopelna 111-i a lo concentración 
de l 2µg/ml. esto metodologfa es repetida utilizando concentraciones de 
25 y 50 µg/ml preparados en la motriz biológica correspondientes {plasmo 
de rota. plasmo de humano y sol de albúmina al 4%). Las muestras fueran 
tomados o las 5 horas. Los muestra de solución amortiguadora 0.064M pH = 
7.4 fueron tomados y cuantificadas por el método de CLAR. Las muestras 
de plasmo fueron extraídos y cuantificadas por CLAR. 

3.7.1 Método analítico para cuantificar Caslopeína 111-1 por HPLC. 

Lo extracción de lo Casiopeína 111-i en plasma y solución de albúmina 
se realizó de la sigUiente manero: 

l . En 1 . mi de la muestro se adicionan 0.1 mi de znso. al 1 O %. 
2. Agitar en vórtex durante 20 segundos. 
3. Adicionar 1 mi de metano! HPLC seguido de 
4. Agitar en vórtex durante 20 segundos 
S. Centrifugado a 10 minutos a SOOOrpm. 
6. Filtró el sobrenadonte o través de uno jeringo en un filtro de 0.2µm 

{Acrodisc. Gelman Sciences). 
7. Colocar uno alícuota de 1 00µ1 en un vial. 
8. Cuantificación por el método de CLAR. 

~ 
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3.0 DIAGRAMA 
P1eparactón 

de soluck>nes 

Solu<:lón ctrnafl.guadO"O De l°"lofa. 0.06• M pH '" 7.• 
Solución~odoloo.lo..,,,,001 MpH •6°2 
Soluaórool 101'.clotlnSO. 
Sol•JClón palróodeCc:nlCIPDino 111·1 !>CX>..U/rnl. 

Celd• de menor grosor: solución 
amortiguadon1 0.064M pH • 7 .4 
Cekt. de m.ayor groSOt"": muestra de 
Caslopelna en plasma(humano o rata) o 
soluctón de albúmina el 4'1L. 

Tomar de la celda de mayor grosor 1 mi de 
plasmaseadk:lona0.1 rmdeZnso .. a110 .... 

Tomar una allcuota de 100µ1 y ~ocar1a en un 
vial. 

CuantlOcación por 
el método de 

CLAR. 

~DtCIONES 

~- Sp9ctrum s-e.i1 V~ -
't~T--.•-3-rC 

~·hm--

CONOICIC>f>IES 
~: H~+I Hypo.l>fy C1B, dlm--- 250 • •6 
mm, UomW\a de~¡- de 5.,, 
~ ~ ... s..gu.ty Gu.-d ...........,_ 
gumd~S)>'Stem C1B F-"'°'"'• M>1uc>On..,001~delost.ioscoo1MpH 
• 6-2), ..,__ HPLC 58 •2 fv"'I 
~oamUmon 
LangMud ... oind9 262 .... 
v .......... dell'>,.c:coOn 1CXJ1•• 

Figura 6.- Diagrama de flujo de la metodologia utilizada 
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4.0 RESULTADOS 

Los siguientes resultados fueron obtenidos durante las secciones 
experimentales y de acuerdo a los lineamientos descritos en el capitulo 111. 

4. 1 Revalidación. 
4. 1. 1 Repetlbllldad. , 

La repetibilidad del sistema se realizo con tres corridas de tres curvos 
patrón de Casiopeina 111-i en un mismo dio en solución amortiguadora 
0.064M pH = 7.4. obteniéndose los siguientes resultados: 

Tabla 4. Resultados de la reoetibilidad del sistema. 
Curva 1 curva 2 curva3 

Cene.De 
Caslopeína 111-1 Área área órea Promedio Des. Est %C.V. 

'"~'mil 
5 o - - - - -
10 564273 543849 530335 546152.3 17085.8 3.13 __ 
25 1637692 1649728 1554157 l61385S' 52052.5 3.23 
50 3597897 3206130 3143596 3315874.3 246232.0 7.43 
100 5521343 5424513 5447243 5464366.3 50635.15 0.93 

r 0.9681 0.9873 0.9910 0.9822 0.012 1.25 
m 1.BSE-05 1.8E-05 1.BE-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 Llneartdad 
Lo linealidad del sistema se realizó con tres corridas de tres curvas patrón 

de Casiopeina 111-i en un mismo día en solución amortiguadora 0.064M pH = 
7.4 obteniéndose los siguientes resultados:· 

Tabla 5 Resultados de la linealidad del sistema 
Curva 1 curva2 curva3 

Cene.de 
Caslopeina 111-1 Área Área Área 

'"~'mil 
5 o - -
10 564273 543849 530335 
25 1637692 1649728 1554157 
50 3597897 3206130 3143596 
100 5521343 5424513 5447243 Promedio 

R 0.9839 0.9936 0.9955 0.9910 ,, 0.9681 0.9873 0.9910 0.9821 1 
M 1.85E-05 1.85E-05 1.83E-05 1.844E-05 1 
8 -2.537 -3.8815 -2.6881 -3.~5 1 
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Lo linearidad de la metodología empleada se muestra en las figuras 7.8,9 y 10. 

2000000 

1000000 

40 60 80 

Concenlrac'6Y1 (ug/ml) 

y• s.t<M&x + 169205 
R 2 -0.991 

100 120 

L-~~~~--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~· J 
Figura 7.- Gráfico de linearidad del sistema con Casiopeína 111-i en solución amortiguadora 

0.064M pH = 7.4. considerando el órea como respuesta cromatogrófica. 

1 .. 00000 

1200000 

1000000 

800000 

¡ 600000 

400000 

200000 

y• 13ZD8X -110308 
R 2 • 0.9931 

o +--....,..,,__~~~~~~~~~--~~~~~~~~~~ 
20 60 80 100 1:?.0 

-200000 J 

Concentración (ug/m 1) 

Figuro 8. Grófico de linealidad del método con la Cosiopeína 111-i en plasma de rata. 
considerando el área como respuesto cromatogrófica. 
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s 300000 

200000 

100000 

20 60 

y - 17•1.7• - 20413 
R:t•0.991S& 

80 100 120 

Concentr•clón fug/ml) 

Aguro 9. Grófica de linealidad de la Cosiopefna 111-i en plasma de humano. considerando 
el óreo como respuesta cromatogrófica. 

3000000 
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2000000 

e; 1500000 ..., 
1000000 

500000 
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Concentración ugfml 

y= 25662" - 24141 
R 2 =0.9996 

100 120 

Figura 1 O. Grófica de linealidad de lo Casiopefna 111-l solución al 4% en albúmina 
humana. considerando el órea como respuesta cromatogrófica. 
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La selectividad de la Casio peina 111-i se muestra en los siguientes 
cromatogramas: 

·+ 
...,_,,..,A•tf79h ... t 

Relonhon Timo 
Narno 

j 
' 

·é 
J1l 

~ ~ 
! 

ti! 
~ ~ 

iíl .-

~ ~ 
Po·------~------. . . 

Figuro 11. Cromatograma del blanco de lo solución amortiguadora 0.064M pH = 7.4. 

PM-A·1C_,,,,. -­RetenllonTime 
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., .... , ......... , ......... , ........ . 
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•••• , •••••••••••••• ¡ 

• 9 Ut 

Figura 12. Cromatogromo de la Caslopeíno 111-i 10 µg/ml en solución amortiguadora 
0.064M pH = 7.4. 
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~lgura 13. Croma~ogror:no d~I ~lonco de plasma de humano. 
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Figura 14. Cromotogramo de lo Cosiopeino 111-i en plasma de humano. 
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Figura 1 S. Cromatograma del blanco del plasma de rata. 
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Figure 16. Cromclogremc de le Cc_siopeine 111-1 en plasme de rete.~ 
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Figura 17. Cromatogroma del blanco de albúmina humana. 
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Figure 18. Cromctogrcmc de lo Ccsiopeino 111-i en olbúmino humen~ 
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4.2 Determinación de tiempo de equilibrio. 

El tiempo de equilibrio se determino siguiendo los lineamientos descritos 
en la sección 3.6, con los resultados se elaboraron gróficas 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 Casiopeína 111-i es de aproximadamente 4.0 h. por lo cual 
el resto de los experimentos se realizaron con 5 horas de diólisis. 

Tabla 6. Resultados de la determinación del tiempo de equilibrio de la Casiopeina 111-i en 
solución amortinuadora de fosfatos 0.064 M oH =7.4 

Tiempo 
(horas) 

2 

3 
t--··---·--

4 

5 

BLANCO 

1 
1 

No de celda 

1 

2 
~·-----

60 l 
50 

40 

30 

20 

10 

o 
o 

3 

4 

5 

Concentracl6n en celda 
Concentración en celda sin Caslopeína 111-1 

~on Caslopelna 111-1 (µg/ml) 
''"''/mi). 

14.1 24.8 

17.1 23.2 
--···-·--· -------·--·····-·-----·--

22.1 18.2 

18.1 14.8 

o o 

TIEMPO DE EQUILIBRIO 

2 3 

___._Concentración en celdas sin 
casiopeina 

~Concentración en celdas 
concasiopeina 

4 5 6 

l Tiempo (hor••) 

----------·------- - J 
Figura 19. Determinación del tiempo de equilibrio de la Casiopeina lll~i en solución 

amortiguadora de fosfatos 0.064 M pH = 7.4 ~ 
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4.3 Unión a la membrana 

El grado de unión a la membrana de la Casiopeína 111-i. se determinó 
siguiendo los lineamientos especificados en la sección 3.6 y los resultados 
se muestran en la tabla No 7. · 

Tabla 7. Resultados de lo determinación del porcentaje de unión a lo membrana de lo 
Caslopeína 111-i en solución amortiguadora de fosfatos 0.064 M pH =7.4. 

Tiempo No de Conc. Conc. Conc. total 3Uniónala 
(µg/ml) (µg/ml) 

(horas) celda Blanco Muestra 
(µg/ml) membrana 

2 1 14.135 24.761 38.896 22.21 
3 2 17.122 23.158 40.28 19.44 
4 3 22.064 18.191 40.255 19.49 
5 4 18.113 14.732 32.842 34.31 
5 5 o o o o 

Promedio 1 23.86 

4.4 Unl~n a proteínas plasmáticas en plasma de rata. plasma de humano y 
albúmina humana. 

El grado de unión a proteínas plasmólicas de la Casiopeína 111-i se 
determinó siguiendo los lineamientos de la sección 3.6.1 y 3.7 los resultados 
se muestran en las tablas No 8. No 9. No 1 O. 

Tabla a. Resultados de lo determinación del porcentaje de unión o la membrana de la 
Casiopeíno 111-i en solución plasma de humano. 

Concentración de 
Casiopeína 111-i 

- (ua/mn 
12 
25 
50 

Concentración (¡.ig/ml) en: 
fn=5) 

Plasma Fosfatos 
8.2 0.9 

15.8 3.5 
36.8 8.7 

ú.3IS C·JN 
FA!.LA DE tJRIGEN 

40 

%Unión 

89.1 
77.0 
76.4 

~ 
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Tabla 9. Resultados de la detern1inación del porcentaje de unión o la membrana de la 
Casiopeina 111-i en solución plasma de rata. 

Concentración de Concentración (J.lg/ml) en: 
Casiopeina 111-i (n=Sl ºA.Unión 

(µg/ml) Plasma Fosfatos 
12 - - -
25 15.1 7.8 48.3 
50 34.3 14.5 57.7 

Tabla 10. Resultados de la determinación del porcentaje de unión a la membrana· de la 
Casiopefna 111-1 en solución albúmina humana al 43. , .""- , 

Concentración de Concentración (J.lg/ml) en: 

Cas:::~~~ 111-i l----P-l_a_
8
_

1
_n_a __ ....1.0n.o.=r5=--~-...,------I · 'f,;ú¡~yo·IJ.~lón 

12 
25 6.7 30.5 
50 24.6 37.9 

La tablo No 11 y los figuras No 16, 17, 18 y ¡"9 ·muestran los resultados la 
unión o proteínas plasmáticos de lo. Cosiopefno 111-i o 12, 25 y 50 · µg/ml en 
las diferentes motrices biológicos utilizados: 

Tabla 11. Resultados de la determinación del tiempo de equilibrio de la Casiopefna 111-i en 
solución amortiguadora de fosfatos 0.064 M p~ =7.4 

Conc. % Unión en plasma % Unión en plasma % Unión en albúmina 
{µg/ml) de rata {n=5) de humano (n=5) al4%{n=5) 

(desviación estóndorJ (de!Vioclón estándar; (desviación estándar) 

12 - 89.1 -C1 .91 

25 48.3 76.3 30.S 
(7.6) 10.171 16.41 

50 57.7 76.4 37.9 
19.61 14.41 14.91 

~ 
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Figura 20. Unión a protefnas plasmóticas de la Casiopefna 111-i en plasmo de rata (n=S). 
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Figura 21. Unión a proteínas plasmóticas de la Casiopeína 111-i en plasma de humano (n=S). 
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Rguro 22. Unión a proteínas plasmóticcs de la Casiopeina 111-i en alb~mina humana (n=S). 
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Figura 23. Comparación de grado de unión a proteínas plasmáticas de la Cosiopeina 111-i 
en coda uno de los fluidos biológicos trabajados (n=S). 
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ANÁLISIS DE RESULTADOS. 

5. 1 Revalidación 

.La revalidación se realizó para determinar la prec1s1on, linealidad y 
selectividad del método y de acuerdo a lo reportado por Fuentes-Noriega 
et al; la validación total del método fue realizc;ida por Fuentes-Noriega et 
al. : 

5. 1 . 1 Repetibilidad 

Los resultados de la tabla No. 4 tienen como% C.V. de 0.9 a 7.4. lo 
que nos muestra que la repetibilidad es adecuado en el intervalo de 
concentraciones que se utilizaron para la. determinación de unión a 
proteínas de la Casiopelna 111-i. • · :·.:. 
5.1 .2 Linealidad 

Los resultados de la ·tabla No. 5 muestra •que la linearidad del sistema 
obtenida para el intervalo de concentraciones de 5-1 00 µg/ml de 
Casio peina 111-i de la cual se obtuvo la siguiente ecuación: Y = 1 .84x1 o-s -
3.03 y un coeficiente de correlación de 0.991, cumpliendo con las 
especificaciones. (29, 30, 31) 

De los resultados de la lineañdad en plasma de rata, plasma de 
humano y solución de albúmina humana al 4%. se obtuvieron las siguientes 
ecuaciones: Y = l 3020X + 110306 y r = 0.9965 para plasma de rota: Y = 
27 61 .7X - 20413 r = 0.995 en plasma de humano; Y = 25662X - 124141 y r = 
0.9996 en. solución de albúmina al 4%. La lineañdad del método se 
muestran en las figuras No. 7, 8 9 y 1 O respectivamente y el coeficiente de 
correlación en cada uno de los sistemas biológicos fue mayor al 0.98 por lo 
que cumple con· los parámetros. (29. 30, 31) 

La selectividad es determinada con el fin de establecer si existe 
lnterterencla debido a sustancias endógenas de lo matñz biológica. Los 
cromatogramas de: el blanco de solución amortiguadora 0.064 M pH = 7.4; 
la Caslopelna 1n-1 en soluclón amortiguadora 0.064 M pH = 7.4; el blanco 
del plasma de humano; la muestra de Casiopeína 111-1 en plasma de 
humano; el blanco de plasma de rata; la muestra de Caslopeina 111-1 en 
plasma de rota: el blanco de albúmina humana y lo muestra de 
Caslopeína 111-1 en albúmina humana se observan en las figuras No. 11. 12. 
13. 14, 15. 16, 1 7 y 18 respectivamente. en las cuales se observ~ no 
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existe interferencia en las respuestas cromatogróficas de la Casiopefna 111-i 
a causa de la motriz biológica por lo tanto el método es adecuado para 
ser utilizado en la cuantificación de la Casiopeína 1!1-i en los fluidos 
biológicos yo mencionados. 

5.2 Determinación de tiempo de equilibrio. 

La tabla No. 6 muestra los resullados de la determinación del tiempo 
de equilibrio. estos fueron graficados en las figura No. 19 en la cual se 
observa que la diólisis 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 diólisis. 

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

5.3 Determinación la unión a la membrana. 

La tabla No. 7 muestra que 23.86 % de la Casiopelna 111-i se une a la 
membrana. Esto se detecto durante la determinación del tiempo de 
equilibrio ya que se observó que había una disminución de la Casiopeina 
111-i utilizada inicialmente. con respecto a la cantidad cuantificada al 
término del experimento por lo que fue un parómetro importante a 
determinar para así considerarlo en los cólculos de los resultados finales 
durante todo la parte el trabajo experimental. 

5.4 Unión a proteínas pla:smátlcas en plasma de humano y plasma de rata 
y albúmina humana. 

Las tablas No. 7. 8. 9 y 10 muestran los resultados de la unión a 
proteínas y las Figuras No. 20. 21 y 22 muestran las graficas del porcentaje 
de unión a proteinas de la Casiopeina 111-i en plasma de humano. plasma 
de rata y solución de albúmina humana al 4%. Los resultados muestra que 
la unión a proteínas en plasma rata es menor que la unión a proteínas en 
plasma de hu1T1ano. esto puede ser debido a que la rata contiene una 
menor cantidad de proteínas en el plasma (32). lo que ocasiona que en 
comparación con el plasma de humano. exista uno disminución de 
porcentaje de unión a proteínas de la Casiopefna 111-i en dicho plasma. 

En plasma de rata y albúmina humana no fue posible detectar la 
Casiopeína 111-i a la concentración de 12 µg/ml debido a la baja 
sensibilidad del método analítico. 

~ 
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Así mismo. el grado de unión a proteínas en plasma de rata y plasma 
de humano no es significativo. ya que es menor del 90% y por ello a estas 
concentraciones se esperaría que no repercutiera en una depuración 
lenta al aplicarse en la clínica. Por otro ladó. al administrarse en forma de 
poli-fórmacos. lo que sucede comúnmente en terapia contra el cóncer. se 
esperaría que no presentara problemas en presencia de otros fórmacos. 

En los resultados obtenidos en plasma de humano se observa que la 
concentración en plasma de humano existe un leve aumento de la unión 
a proteínas. por lo tanto se sugiere optimizar el método o proponer un 
método mós sensible para hacer la determinación a concentraciones 
menores a 1 2 µg/ml ya que este método analítico para la cuantificación 
de Casiopeína 111-i en fluido biológico (validado por Fuentes-Noriega et al) 
tiene un limite de cuantificación de 5 µg/ml lo que impide aplicar este 
método para Ja cuantificación de concentraciones menores en una 
diólisis. 

~ 
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CONCLUSIONES. 

El método analítico utilizado para la cuantificación de la Casiopeína 
111-i de acuerdo con la revalidación es lineal a las concentraciones de 5 
µg/ml a 100 µg/ml. es repetible y selectivo para las matrices biológicas 
utilizados. 

El tiempo de equilibiio obtenido y utilizado para lo diólisis fue 5 horas. 
reportado previamente por Fuentes-Noriega et al. 

El grado de unión o proteínas de la Cosiopeína 111-i en coda fluido 
biológico encontrado es: 

Conc. % Unión en plasma % Unión en plasma % Unión en albúmina 
(µg/ml) de rata (n=5) de humano (n=5) al4%(n=5) 

(desviación estóndcr) (desviación estóndor) (desviación e~tándarJ 

i2 - 89.1 -11.91 

25 48.3 76.3 30.5 
(7.6) I0.17) 16.4) 

50 57.7 76.4 37.9 
19.61 14.41 14.91 

En plasma de humano él 3 de unión o proteínas es mayor que en 
plasma de rota y los dos onteñores son mayores·que en .albúmina humano. 
lo que permite concluir qúe"lo mayor cantidad de Cosiopeíno 111-i se une 
en mayor proporción o la a-glicoproteína y a componentes sanguíneos. 

Al disminuir lo concentración en plasma de humano se noto un leve 
aumento de la unión a proteínas. por lo tanto se requiere de un método 
mós sensible paro hacer lo determinación a concentraciones menores al 
12µg/ml. 

Es recomendable veñficor lo unión a proteínas en olfa-glicoproteíno 
para observar si lo diferencio entre plasma de humano y albúmina 
humano se debe a lo presencio de esas proteínas en plasma de humano. 

~ 
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