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lntroduccl6n 

OPTIMIZACIÓN Y VALIDACION DE UN MlitTODO ANAúnco PARA 

CASIOPEINA 1111 EN ORINA POR HPLC. 

1.1 INTRODUCCIÓN 

Las caslopein•s comprenden un• serie de compuestos de coordinaci6n de 

Cobfe 11 corno centro metálico, en que la -fe,. de coordin8ción ~ un lig8nte 

bidentado de tipo dimin• (N·N) y otro que puede ser mmino8Cid8to (N-0) o don8dor 

por oxigeno (0-0). Los complejos -tudi.dos de -ta fllmlli8 hlln dernostr8do .. _.. 

actividad citost4tica, citotóxic8 y •ntineopl6sic8. 

La importancia de -tos nuevos C01T1puestos rac:licll que en un futuro pued•n 

emple8rse como filllnnllCOS •ntineoplilllsicos efectivoS; hoy se encuentnln en un. fllse 

de ev8luación precllnic8. En pmrtlcular la C.slopeina 1111 hll demostrado tener un •lto 

potenci81 •ntineopl¡lisico en llne•s de carcinoma cenrico- uterino (SIHa y HeLa). 

Actu81mente en M6xico el cilllncer ocupm et segundo lugllr de muerte en 18 

pob18ción, por lo que - neces8rio el ~rrollo de nuevos filll""8COS que pued•n 

controi.r la enfennedacl, con -ntaj8 de producir menos re8C:Ciones lldVers8s •1 
paciente. 

T•mbi6n se requiere de m6todos •nallticos -lid8dos .,.,. poder detennln8r 18 

cantidad de filllrmllCO que se encuenn en el orpnluno, en -nare. pl8sma y orin8, 

para conocer la fannac:oci116tica del Nirmac:o. y los ~ de los que depende que 

los Nirrnac:os alc8ncen el pl8sm•. luego su sitio de 8Cci6n y fln81mente se•n 

eliminados. 
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"Introducción 

Por lo anteriol" en -te lr"abejo - -e.bleceñl un m6todo analltlco para 

detenninar Caslopeina 1111 por HPLC en orina, el cual - optimlzar6 y validar6 para 

contar con la evidencia documentada aobre la confiabilidad del m6todo analltlco. 

Adem6s - realizar6 la aplicación del m6todo analltlco, en un -tudio preliminar 

de monitoreo en orina de rata. a las que - les administrar6 Caslopeina llli por vla 

intravenosa en una dosis de 9 mg/Kg. 

El m6todo analltico para determinar Casiopeina llli en orina - va a emplear en 

un -tudlo preliminar en ratas para obtener parllmetros fa11nacoc:i116ticos corno el t t12 

y la K., de Casiopeina llli. 

1.2 OB.IETIVOS 

+ Optimizar y validar el m6todo analltico para cuantificar Casiopeina 1111 en orina 

por HPLC y detección UV. 

+ Aplicllci6n del m6todo analltlco en un -tudlo preliminar de la Caslopeina 1111 en 

ratas para obtener par6metros fannacoci116tlcoa. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1CROMATOGRAFIA: 

Antecedentes 

La cromatografía es esencialmente un método físico de separación en el 

que los componentes se distribuyen en dos fases llamadas fase móvil y fase 

estacionaria. Si a este sistema se la introduce una mezcla de sustancias solubles 

en la fase estacionaria, estas avanzarán por la misma empujadas por la fase 

móvil, si las sustancias que componen la mezcla interaccionan en distinta 

magnitud con la fase estacionaria, estas avanzarán por el sistema con distinta 

velocidad, produciéndose asi una separación de las mismas. En la figura 1 se 

muestran la clasificación de los métodos cromatograficos. Existen varios tipos de 

cromatografia de liquidas: cromatografía de at>sorción, cromatografia de reparto. 

cromatografía de intercambio iónico, cromatografia de exclusión y cromatografía 

de afinidad. 

!cromatografía) 

1 

!Gaseosa l Líquida 1 
1 

..r; 

..r; ;¡; ;¡; 
?lum; 

i 
LSC LLC BPC IEC IPC EC PC TLC 

LSC Cromatog..rl• liquldo-sólldo. LLC Crom81og..rl• liquido-liquido, BPC. Crom810gl'8fi• 
en fase ligad8. IEC Crom81ogl'8fi• de lnte,.,._ lónico, IPC Crommografi• par iónico, 

EC Cromatognlfi• de Exclusión, PC Cromatognlfí• en papel, TLC Cromatogl'8fi• en C8P8 
delgada. 

Figura 1 Clasificación de métodos cromatograficos 
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2.1.1 CROllATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA 

Esla técnica consiste en t..cer pmsmr u,.. fa- móvil liquida constituida por un 

disolvente adecuadO, que a1TSatra previamente • la muestni (s611da o liquida) • u,.. 

presión m6a elevada • tniv6s de una columna que contiene la fa- -tacionaria. Este 

tipo de cromatografla -ta alcanzando u,.. amplia difusión ya que - muy r6plda, -

pueden separar mezclas muy complejas, compuestos tennol6biles y - logra 

resolución de sustancia• con un amplio margen de pesos moleCUlares. 

El equipo de cromatografla de HPLC contiene: 

Bombas. Su función es suministrar la presión adecuad• sobnt la columna para que 

alcance un caudal suficiente • su salida. 

Inyectores. Hay varios tipos, de bucle y los inyectores autom6tlcoa. 

Columnas. Se clasifican de acuerdo • la constitución y caracteñsticas de relleno. 

Sistema de detección. Se encuentra a la salida de la c:olum,.., origina una seftal 

el6ctrica continua, que es amplificada y registrada. Un detectOr Ideal debe cumplir 

ciertas condiciones tales como: respuesta universal con todos los sol-. sensibilidad 

atta, ruido de fondo del ~r sea ba¡o, no debe ser destructivo con la muestni, 

debe -r capaz de funcionar por un tiempo prolongado. 

Dentro los detec:tonts m6s utilizados en cromatografla se encuentnin 

:detectOfeS esµecbofotom6tricoa, detectores de diodos en serie y espectrómetrO de 

masas. 
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2.2 CASIOPEINAS 

Son un grupo de compuestos inol"g6nicoa que con..,_n cobnt 11 como centro 

meblllico quelatos dimlnas (NN) con aminoacldato(N-0) o donadores (0-0). Los 

compuestos de coordinación -tudiados de esta familia, han demostrado tener 

actividad c:itot6xica, citosblltica In Vrvo e In Vitro y antineopl6sica_.., 

Se ha demostrado que las caslopelna• inhiben el crecimiento celular In Vltro en 

células tumorales humanas HeLa y caLo, mostrando una curva dosis ~ 
similar a la Mitomiclna e y al cisplatino. Adern6s la dosis letal 50 y los .. tudios de 

toxicologla indican que las caslopelnas son menos toxicas-C21 

El diseno de los compuestos se realiz6 considerando varios pararnetros como 

son: 

El metal, su estado de oxidación y el número de coordinación del mismo, con 

respecto a los quelantes se consideró su capacidad quelante y el grado de 

hidrofobicadad e hldrofillcidad de los mismOS. 

Las caslopeinas han sido Identificad•• plenamente poi' IR, UV, RPE, rayos X y 

se encuentran patentadas. Se encuentran clasificadaa en n- familias de acuerdo a 

sus austlluyentes y estructura. 

Estos com~toa fueron sintetizados en la FQ UNAM poi' la Dra. Lena y 

colaboradores en la búsqueda de nuevos compuestos antineopl6alc:os. Para el disellO 

de las casiopeinaa se tom6 como base al cisplatino, sin embargo nec:HR ... que las 

caslopeina• tuvieran un especlro má 8lnplio de actividad, mayor actividad cllnlca 

antitumoral y disminuci6n de efectos secundarios. 
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Pa,. que un compuesto de c:ooniinación tenga ectividad antineopl6sica -

debe de cumplir con los sigulent- postulados: 

1. En las reacciones con mol6culas biológlcms Intercambiar rlilpldamente 

solo alguno de sus ligan-. 

2. Los complejos deben - el6ctricamente neutros, aunque la forma activa 

.,.- estar cargada deapu6s de Intercambiar algún ligante en la 

especie viva. 

3. Son neces.9rios dos ligan- cis monodentado o uno bidentado como 

grupos salien-. Los lsomeros -- son Inactivos. 
4. Las veloCidades de lnten:9mbio de -tos ligantes le dan intetvalos 

especlfic:os de labilidad a cada compuesto. 

5. Los ligan- no lnten:ambiables en las mol6culas deben -tar 

fuertemente enlazados. 

De los .,_s de 100 comp~tos sintetizados de la famHill de caslopein8s, 

actualmente las casiopeinas I, 11, 111 han defnostr8do tener actividad antineopl6slcm in 

vivo121 en los ensayos exigidos dentro del panel de cemimlento sugerido por el C*ncer 

Chemolherapy National Senrice Center del Instituto Nacional de Cancerologla de los 

Estadas Unidos y que contempla el uso de llne- tumormles muri~ -nsportables en 

cepas slngénicas del rat6n""'1• 
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Efecto del metabolismo sobre las e11siopeinas 

Existen evidencias que las caaiapelnaa son 8ICtivMtaa por - enzimas del 

metabolismo. Se ha descrito que loa metales de tnonaición y algunos de sus complejos 

son t6xlcoa en difen!lntea organismos, y dicha toxicidad - debe • loa iones ~licoa 

especialmente a los iones de Fierro y Cobre. 

A) Su potencial para participar en reac:cioneS de Fenton 

B) Oxidación de kidoa grasos en las membranas celulares 

C) Oxidación de loa grupos (-SH) a dlsulfuro (S-S) 

Algunas e11aiopeinaa han mostrado generar eapeciea reactivaa de oxigeno 

(ERO). ademas los cornsx-toa de eobre -'*n relacionad•• con la reacci6n de 

Fenton en la cual se puede generar el radical hidroxilo. tat 

2.2.1.CASIOPEINA 1111 

Cu((4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina)(acetilaCetonato)]N0.. 

e 
NO, 

Figura 2 Estructura de la C.aiopeina llli 
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La c-lopeina llli se muestra en la figura. 2 presenta un liganta bidentado 

don- de oxigenas y un ligante bldent.8do donador de n~. tiene una 

geometrl• cuadrado plano. 

De la Caslopeina llli - conoce lo siguiente: 

Se encuentra en su fase preclln;c. con un alto potencial antineoplasicO en lineas de 

carcinoma cerviccHderino HeLa (c:i61ulas de adenocarcinom• de centbc) y SiHa 

(carcinome de c:61u ... escamosas. de cenrix). <1> 

La dosis letal 50 (0L50) en ratón - de 14.8 mg/kg por vi• intrapefitonear41 

Su longitud de onda múima absordón - 296.2nm-« .. 

Estabilidad:• temperatura ambienta en plasmll 12hrs. 

En refrigeración 72hrs 

En solución saHna - estable por 9 dlas 

En dextrosa por 4 dlas 

En solución de Hannan 3 sernanas«••t 

F•nnacocin6ticll de C.siope;na 1111 en conejos 181 

Modelo de un compartimiento MAUC 

ABC: 25828.2 mgmlnlml 

!(es 0.016min"' 

TMR = 86.95 minutos 

Farmacocin6tica de Caslopeinll 1111 en ra- 191 

Modelo de un cornpaltimiento MAUC 

ABC: 11074.79mgminlml 

Ke• 0.014mln"' 

TMR • 49.18 mln~ 
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l.8 toxicidad -ta regidll •parentemente por el don8dor de N-N y los 

compuestos que posen •cetllllceton•to como segundo lig•nte«••1• lnter.c:cion8 por el 

DNA Une•I 1'°' 
Es muy soluble en •gu• •si como en rneblnol. T•mbi6n - soluble en 

soluciones fisiológic8mente compatibles: cloruro de sodio N•CI •I 0.9%. Delltros8 •I 

5% , .. ,_Su coeficiente de P8rtlción - de 0.01364 '"' 

Notablemente 8ctlva con- leucemia linfoide L1210. lo CU81 dio 18 P8uta f)8f8 

ev•luar su llCtividlld' emp-ndo 18 Leucemill W.I felin•. En loa gatos tnltados se 

observ6 que la C•siopeirt• llli - e11paz de revertir • numeros normales todos los 
panlllmetros sangulneos de 18 tonnui. bi.ncac•e,. 

Hay evidencia que -ta C.siopeina llli .ctua como irthibldor de i. fosforillz8ción 

oxidatlv8, cuando se re•lizalron -tudios en mltocondri8s de hlglldo de ,.19«"1- Se h8 

demostrado que tiene propledlldes cttosU.tiClls y •ntineopl6slcas en modelos 
tumorales murinos. , .. , 

En 18 linea celui.r SPDB demostró ser un 8geflte •lt8mente recamblnog6nlco, 

por lo cual su mee11nismo de •ceión puede ser por irthibiclón de ... topOlsome.-...s 1 y 

11."ª' Induce accl6n recobinog6nico d6bil en Drosophil8c .. 1 

Z.3CÁNCER 

El c6ncer - el resultado de 18 prolife'8Cl6n de un. f.mllia o de un. clon8 de 

c61ui.s •normales 1 .. 1. Los •spec:tos e11..-rtsticos que definen 18 neopl8sla son: el 

crecimiento celul8r no regui.do por sellales eldemllS <- decir, •ut6nomo) y 18 

CllP8cidlld de irtvlldir tejidos y rneblstlz8r, coloniz8ndo lug8res a dlslanel8"71 

Se -eruP8 b8jo el t6nnirto de c6ncer ... •fecciol- en 18s cuales un conjunto 

de c61ul8s, en el seno de un org•nismo plurttlsular. ~ • loa mec8n....- de 
regulaci6n que -seau,. un equilibrio entre los tejidos cornp8tlbl9s con 18 vid• ,.., 

~ 
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Es importante mencionar que las propied8dea cariotlplcaa, •ntig6nicaa y 

metabóllc8a de las células neop16aicaa - modific8n en el curso de 18 evoluci6n de la 

neoplasill. El pleornorfiamo y la v•rillbilidlld son las propiedlldea mú conat8ntes de 

las células cancerosas. 

En la tabla1 se indic8n las carac:terlstic8a morfológic8a de las c:élu ... 

e11nceroa11s y en la t.bla 2 se lnclic8n 18a •lte~ metabólic8a de ... c:élu ... 

cancerosas. 

T•bla1 

c.oac--.tlc8a mcMtol6glc8a de .. 

~ulaca_...... 

Núcleo voluminoso 

Rel8clón núcleo c:itopl8am• eiev.d8 

Mitosis •norm81ea y frecuen-
Gllcocolix engroslldo 
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Tat>m 2 

Caractertatic.a metab611caa de la c61ula cancerosa 

Fenómeno de Warburg (acumulación de 6cldo 16ctico) 

Anamall- cuantitativas de laa enzlrn- celulares 

nonna-

T,.atontoa en la inducción enzlrn1lltica 

Slnleaia excesiva de: inmunoglobulinaa, honnonaa 

Slnleaia de mol6culaa de tipo embrionario: 

a..felo pratelna, antlgeno carcinog6nlco 

Slntesia con rnol6culas con activid.ct honnonal. 

La forma en que una sustancia provoca cambios en la c61ula y la -nafonna en 

c61ula neop16aica, no ha sido totalmente comprendida. Hoy se sebe que el c6ncer -

un fenómeno que se lleva a cabo en doa tiempos, la ~Ión y el deaanollo 

neoplésico, mismos que a au -z abarca tres etapas. lniciaci6n, promoción, 

progresión. En la figura 3 se Indican las etapas de un proceao carcinog6nlco las que 

se deacriben a continuación. 

Iniciación: Se rer- a la alteración de la capacidad de proliferac:i6n de una c61ula 

como resullado de una mutaci6n en uno de loa genes que lo controlan. Ea el reaullado 

de la expoaici6n del !ejido a una forma activada del canceñgeno que ocasiona la 

aparición de proliferaciol- tocalea1'81t.oa cambioa al ONA puaden w lnducldoa por 
una g,.n variedad de auatancilla qulmicaa, vifua y agentes fialcoaC-. 

Promoción: El agente pnxnolOr va a -timular el crecimiento celular anormal. 

ConvMsl6n: Aparición de aubc:lorwa que la confieren hetetogenecldad celular al 

tumor. Lo a-..Or - debido a que las c61ulas tumonllea aon me.- -tablea que las 
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c61ulas nonn•-. debido • 18 8Ctiv8ción o aup<esl6n de •lgunoa genes, 18 ~ 
de C8n::inógenoa y loa mec8niamoa de nlPllraciOn ONA •nornw-191 

Prog,..lón: Son todOS loa C8mbioa en .. mrtunileul de 18 neoplnl•. deapU6a de que 

üw NI •lc8nz8do au •~I•. Loa c:snbiOa Incluyen transfonn11Ci6n en neoplaaill 
maligNI, aipmcid8d de producir.,,....,__. y v•rilM:ionea rnorfológa•-

INICIACIÓN 
AlleniCi6n de lnfonnación 
Gen6tic8 

PROMOCIÓN PROGRESION 
Allerac:l6n de 18 Cambio en el número 
Expceai6n Gen6tica de~ 
CnteimientD celul8r Aumento C61ulas 
Anorm81 lnv.alv8a. 

Cmmbios Exp8nalón Tninaformeclón 

fg)=-~~·· DNA Celul8r Lealón 
Preneopl6aa 
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Debido que la inmunoteqpia - encuentni •ún en la et.pe •xperimental, las 

únicas form•• de tnitamlento ac:epl8das hoy en di• son: cirugl•, radioter..,i. Y 

quimioterapia. 

Clrugla 

Ha sido por muchos aftas la forma de tratamiento curativo y desempefta un 

papel importante en la paliac:i6n. Sin embllrgo la cirugl• es un tnit8miento local y es 

capez de cun1r solamente aquella enfermedad que este localizad• en el tejido de 

origen y en los ganglios linflltlcos regionales. Cuando no h•y metllstasis, una cirugl• 

adecuada puede ser é::onsldeiacta como el principal tnll8miento curativo. 

Radlomrapla 

La radioterapia puede definirwe como el uso terap6utico de las recfiaciones 

ionizan-. Se origino • finales del siglo XIX consec:uentemente a los descubrim...,_ 

de Roentgen y Becquerel. En los principioS del siglo XX - trataron con 6xlt0 algu.

tumores malignos. 

Los tipos de recfi8clones ionizan- que - US8n mlls comúnmente en la 

medicina moderna son '8diaciones electromllgn6ticlls (rayos X, ~ gamma) y 

elec:trol-. La dosis de irl'lldiaci6n - define como la energl• absort>ida por unidad de 

masa y - expresa en rads o grays. La dosis raquerida pera controlar un tumor -ri8 

con la nldiosensibilidad de cada tumor en pertlcular. Esta dosis se administra duram. 

un tiempo especifico generalmente de 3 a 5 fracc:iol- por wnana. 

Durante la radioterapia el paciente puede presentar nmuse-. ~. 
leucopenias, adelgazamiento de la piel lrradiadm, trastornos de piglwtaci6n. Cuando 

se adminislnln dosis altas (por encima de los e.ooo nld) el dano wscular tanllo es 

generalmente gl'llV9, en particular pera 6rga.- como pulmón, rift6n e hlgado que son 

mlls susceptibles ezt»-
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Qulmlot8nlpla 

Lai quimioterapia del c6ncer - ,,. ido desarrollando hasta lldquirir hoy - di• 

un papel importante en 111 pali9ción de muchos tumores y en 111 curación de algunos. 

Actualmente 111 quimloterapill - una de llls modalidades pr1nc;p.1ea de -tamiento 

contra el c6ncer. Los principales agentes anticancerlgenos a..ificados según su 

inec:anlsmo de acc:i6n.1211, - m~tran en 111 Tabla 3. 

Tabla 3 Agen- anticancerlgenos. 

Mostaza• nltrogenad .. (clorambucil, cicloafosfamldal, menfal6n) 

Etileniminas (TEM, tioTEPA) 

Este.- del 6ciclo sulfúrico ( Buaulfllln) 

Epoxidos (piposulfan) 

Antlmetaboll-

An61ogos del 6cido f6lico ( methotrexate) 

An61ogos de purin .. (6- rnecaptopurina) 

An61ogos de pirimidlnaa ( citosin-arablnóaido, 5 azauridina) 

Pirimldin .. Halogenadaa ( 5 "'-1Jracllo) 

Antagonistas de 111 glutamina ( azaserlna) 

lnhlbldore9 del u- mlfdflco 
Cok:hicina 

Vincriatinll 

Vinblllstina 

Antlbl6flcoa anflfu-1-

~lcina D 

Mitramlcina 
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D•unomicina 

Adriamicina 

Bleomicina 

ff-

Andrógenos (propilln.to de testosteron•. metiltestosteron•) 

EatrógenoS (-to de -tradiol. etlnil -triado!) 

Agen- pn>gest6genoa (~pron•to de progesteron.m. -.:et.to de 

medroxlprogesteron•) 
Corticosteroides (pntdnisc>NI, predn~) 

HormC>Nls tiroide•• ( triyodotironlna) 

Antlestrogénos ( tamoxlfen) 

.,__,.,.. 
Enzlm•s antiprollferatlvas ( 1 - •s~rglnin•) 

Nitrosoure•s (estreptozotociml) 

Comp~tos ~nicos del pllltino (cis-dillmlnopllltlno) 

Otros( procarbllzina, hldroxlure•, imldllZOI, c.mrboxamid•. 

Hay varios rnee11nlsmos de -=ción de los ,.._ •ntlc8~ por 

ejemplo, los que ..:lú•n sobre DNA. Interfieren en i. bloalntesls de DNA y RNA. los 

que interfieren con el uso mltótico, los que Inhiben i. producci6n de -~- A 
continuación se present.n en la figu..., 4 los mec.mnisn- de ~ de ,..,..._ 

anticancerfgenos • nivel celui.r. 
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Los efectos calaltermles de la quim~ apa..-n exclusNamente can 

algunos detenninados flllrmacos, por lo que es oportuno tomar precauciones an- de 

proceder a su adminis-ci6n. Entre los efectos~ - conoce: 

"*- y v6m.-. Se presenta en diverso grado can casi todos loa flllnnacos 

antineapiasicos, especialmente can la actinomicina D. adriamicina, clsplatino, y 

rnec:lonttamlna. 

Eataonatltls. Se asocia frecuentemente a la adminis~ de actinOmicina e, 5-

ftouracilo y methmrexate. 

Alopecia. Se asocia frecuentemente a la adminis~ de actinomicina D, 

adrlarnicina, cisplatino, bleomicina, ciclofosmlda 5-fluoraeilo, hldroxiurea, mitomicina y 

vincristrina. La perdida de cabello es reversible en la totalidad de loa ca- -· 

suspender la adminis~ de los f6rmacos. 

Algunos de las flllnnacos son tambi6n potentes Irritantes entre las sustancias que 

pueden causar lesiones en loa tejidos son: actinomicina O, adriamicina, dacartiazlna, 

mHomicina, vinblastina y vincristina'Zll 

Se sabe que loa f- inmunológicos dellempeftan papeles -rlados tanto 

en el desanollo como en la lenlpia del mncer en animales. se ha ~que en 

animales que aun can una carga tumoral pequefla, ya es delna9ladO pa,. ci- loa 

factores inmunológicos las destruyan. 
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Las aplicaciones en humanos sugieren que la Inmunoterapia puede 

desempeftar algun papel, destruyendo cantidades pequeftas de c61ulas. generalmente 

después de que se hayan completado otros tratMnientos· 1211 

lnc--.Cla y ...-11dad 

En el comienzo del siglo XX, las enfennedades Infecciosas. tuberculosis y 

varias enfermedades de los pulmones eran causas principales de muerte en la 

mayorla de los paises. Actualmente, en los paises desarrollados con un servicio 

sanltano eficiente, són las en-."ennedadea cardiacas y loa neoplasmas malignos loa 

que producen la tasa más ana de muerte. 

La tasa promedio de mortalidad por dncer en paises deaarrollados ea ..,.s alta 

en hombres que en mujeres. En el hombre hay una mayor trecuencia de dllncerea de 

baja curabilidad (céncer de pulmón, dncer géstrico). mientras que en la mujer las 

cénc:eres més comunes son razonablemente curables si se pronostican a tiempo 

(céncer de seno, céncer uterino). 1•11 

En la tabla 4 y tabla 5 se muestran las principales causas de mortalidad de 

mujeres y hombres en el ano 2000 en M6xico. 
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Tabla 4 Principales Causas de Mortalidad en la Mujer (2000)1ª11 

Número causa Defunciones Tasa1/ "' de orden 
Total 192593 383.5 100 

1 Diabetes meUitus 25717 51.12 13.4 

2 
Enfermedades isqu6micas del 19908 39.8 10.3 conlZón 

3 Enfermedad ~v•acular 13383 28.8 8.9 

4 Afecciones originad•• por el periodo 8104 16.1 4.2 
1 ........... 1 

5 Enfermedad DUlrnon•r 6750 13.4 3.5 

8 Infecciones respirmtorias agudas 6585 13.1 3.4 balas 
7 Enfermedades h..._rtensiv•s 5918 11.8 3.1 

8 
Cirrosis y enfermedades crónicas 5819 11.8 3.0 de hlaaclo 

9 Nefritis y Nefrosis 4781 9.5 2.5 
10 Tumor mallano del cuello de útero 4804 9.2 2.4 
11 Desnutrición calórico nn>teica 4513 9.0 2.3 
12 Tumor maliano de mama 3432 8.8 1.8 
13 Accidentes •utorncwillsticoS 2917 5.8 1.5 

14 Enfenneclades lnfec:cioslls 2566 5.1 1.3 -tina les 
15 Tumor maliano de hlaado 2287 4.5 1.2 
16 Tumor maliano de.,.,.........,. 2238 4.5 1.2 

17 Tumor maligno de traquea, 
1994 4.0 1.0 l hrnnnulos DUlmón 

18 .,.,,...111 1679 3.3 0.9 

19 MalformaciOnes cong6nltas del 11841 3.3 0.9 conlZón 
20 Leucemia 1559 3.1 o.e 

Fuent9. Elaborado a partir de la ba- de datos de defu~ INEGl/SSA 2000. 

1/Tasa por 100 000 mujeres 
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Tabla 5. Princ:ipa- Cau ... de MO<talid..S en Hombrea. (2000)'*'1 

Número Causa Defunciones Tasa1/ "" deOfden 
Total 242781 491.9 100.0 

1 Enfermedades isqu6mlcas del 23842 48.3 9.8 
corazón 

2 Diabetes meMus 20808 42.2 8.6 

3 Cirrosis y enfermedades crónicas 19558 39.6 8.1 
del h"' .... º 

4 Enfermedades -rebrovascular 11973 24.3 4.9 
5 Afecciones.,. -riodO ...-1a1 11257 22.8 4.6 
6 Accidentes automovillslicoa 10835 22.0 4.5 
7 Anrestones < homicidio> 9349 18.9 3.9 

8 Enfenned..S pulmonar -..ctiv• 9140 18.5 3.8 crónica 

9 Infecciones respi,.torias mgudas 7825 15.4 3.1 
bai•• 

10 Nefñtis V nefmsls 5021 10.2 2.1 
11 Desnutrición cal6rico <>roleica 4350 8.8 1.8 

12 Tumor maligno de traquea. 4230 8.6 1.7 
lvnnnUios V DUlmón 

13 Uso de alcohol 3951 8.0 1.6 
14 Tumorma-..... de --- 3835 7.8 1.8 
15 ~ades h,...rten.- 3831 7.8 1.8 
16 3555 7.2 1.5 
17 2923 5.9 1.2 
18 umor mallono de est~~ 2742 5.8 1.1 

19 Enfennedades lnfeccioNls 2841 5.4 1.1 
ln--les 

20 tuberculosis 2233 4.5 0.9 

Fuem.. Elaborado • partir de la base de datos de defunclone9 INEGl/SSA 2000. 

1/Tasa por 100 000 habitantes. 

En el descubrimiento y des8n'Ollo del ......,,lentO contra el dncer los 

esfuerzos actuales en in-tigllclonea -. m6s d~ que nunc.. est6n siendo 

dirigidos • biologl• molecular y •reas relacion..S.S que permbn comprender 

completamente el desarrollo del proceso maligno.CDI 
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La esperanza del avance en el resultado del tratamiento para la mayot'la de los 

pacientes con enfennedad metasb\tlcll reside en la investlgaci6n destinada • 

descubrir nuevos agentes ~uticos que reconozcan diferenciaS en los blancos 

moleculaf8S entre las c61ulas normales y tumoniles, y en el ~ efectivo del 

tratamiento para ernidicllr la enfennedad'221 

La mayot'I• de los agentes antineop16sicos han sido descubiertos por medio de 

"sc:reenlng" o medimnte modificllciones quimiclls de los principales compuestos 

hallados en los estudios del dncer. Estos compuestos pueden ser sintetizadas 

qulmicarw.nte o extr81dos de plantas, mia-rganismos o fuentes animales marinas. 

El descubrimiento de los complejos de platino como agenles •ntlproliferativos 

con notable actividad cllnica fue de gran Importancia, ya que el cis-platinO es un 

farmaco antineoplllslco utilizado comúnmente. En 1965 Rosenbefg obsenló que una 

corriente el6ctricll que pasaba • trav6s de electrodos de platinO podia inhibir la 

división celular de la bacterim E. Coli. 

E- descubrimiento se confinnó despu6s con estudios de platino en modelos 

de tumor murino. Se demostró que tenia actividad antltumonil en pacientes con 

neoplasims avanzadas, pero la excesiva toxicidad inicial (nefrotoxicidad) p<opició 

serios debates entre los investigadores cllnicoS. La demoslr-=i6n de que la 

hidratac:i6n adecUada y la infusión lenta reclucla et grado de toxiddad renal permitió la 

-•luacl6n del agente. Se aprobó el tarmaco seis aftos despu6s del -yo cllnlco. c:a1 
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2.4 MÉTODOS REPORTADOS PARA LA CUANTIFICACIÓN DE CASIOPEINA 1111 

POR HPLC EN MUESTRAS BIOLÓOICAS. 

Para cuantificar C•siopeina 1111 en muestras biológlc8s por HPLC, se 

encuentran repolfados dos m6todos. En el primer m6todo se e- C.alopein• llli en 

plasma de rata y en el segundo m6todo se e- Caalopein8 1111 de .. ngre totaol. 

Ambos m6todos fueron dea8noll8dos y v•lid8dos por la M en e ln6a Fuen- Noriega 
C'lll 

Para la cuantificalción de Caalopeina llli en orln8 no se encontró report8do 

métodos, sin embargo se ... lizó la optimiz8Ción a partir, de 18s condiciones 

cromatogr6ficaa -tablecldaa en el m6todo para CU8ntlficar Caaiopeina 1111 en pi.ama. 

El m6todo •nalltlco para determinar C88iopelna llli en pl8am8, preyi8mente 

desanollado y valid•do, requirió de una optimizaci6n para obtener mejores 

par6metros de simetrl• de pico S2, y tiempo de retenc:ión de la c-iopein. 1111. 

Tamben se requirió optimizar el m6todo para obtener % de recobro má 

•ltos y disminuir el limllle de CU8ntif"icaci6n prev;.mente report.so para el m6todo en 

plasma (5flg/ml), para realiz8r .. •plic8ción del m6todo en un estudio prellminllr de 

Casiopelna 1111 en orin8 de rat8a, para obtener par6metroa como tuz y K. elimin8Ción. 

Para 18 extracción de C..lopain• 1111 en orin•. se Naliz6 18 oPlimlZ8Ci6n del 

método, • partir del m6todo de extr8cci6n de C8aiopeln8 1111 en pl8am8; porque • 

matriz biológical emple8da (ortn•). presenta un número nwyor de plc09 en el 

cromatograma de blanco de orin., loa cu•lea pueden interferir en la CU811tillc8Ci6n de 

Casiopein• llli en orinal, si no se re•liza una '6cnic8 de extrac:ci6n 8decu8da que -

permita tener una mues- m6a limpill. Lo •nmrior lo 1og...- •I establecer en el 

método de ext...cci6n de c..lopeina 1111 en orin8 un ciclo mn de cenlrtfug8ci0n (ver 

figura 5). P•ra la optimlz8d6n del m6todo -lltlco para CU8ntific8r Ceaiopeln8 1111 en 
orina se ... !izaron c.mbloa en longitud de onda, proporción de 1- m6vil, 

composic:i6n de fase móvil, pH solución •mortigulldora de fost.tos 0.01M, cambio de 

columna, y de -t6nd8r interno. 
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2.S VALIDACIÓN DE IÉTODOS ANALtncos 

Es el proceso por el cual quedal establecido, por estudios de labOratlolio, que la 

capacidad del m6todo -tisface loa requisitos para las aplicacicM- anallticas 

deseadas, es decir cumple con su propósito''""'· La validación proporciona la 

confinnaci6n documental de que io.. resultados obtenid- por medio del m6todo son 
conf"iables~ .. , 

se debe llevar acabo la validación una vez esmblecid- las condiciones anallticas e 

Incluir como minimo los par6ntottros que - describen a continuación: 

Eapecffl~ Capacidad de un m6todo analltlco para obtener una ~- debida 

únicamente al analito de inter6s y no a otros componentes de la muestra 

un-tldad. Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos direetamente o por 

medio de una transformación matem6tica definida, son proporcionalea a la 

concentraci6n del analito, dentro de un Intervalo detenninado. 

~lal6n. Grado de concordancia en- resultados anallticos indivldualea, cuando el 

procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra 

hom~nea. 

Repetlbllldad. Preclsl6n de un rn6todo analltlco, expresada como la concordancia 

obtenida -- detenninacioneS independientes realizada por un aolo analista, usando 
los mismos instrumentos. 

ReproduclblUdad. Pteclsión de un m6todo analltico, expresada como la 

concordancia e..- detennlnac:iol-. lndependienteS realizadas por difeNntes 

laboratorios. 
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Ex-.ud Concordancia entre un valor obtenido empleando el m6todo y el valor de 

referencia. 

Umlte de cuantltk:.c:lón. Concen-ción mlnlma del analito, que puede ser 

detennlnada con precisión y exactitud aceptables bajo las condiciones de operación 

establecidas. 

Umlte de defección. Concentración mlnirna del analito en una muestra, que puede 

ser detectada, pero no necesariamente cuantif"ocada. bajo las condiciones de 

operación establecidas. 

Est-"llldad. Se detennlna las condiciones de temperatura y tiempo ent"" otros, en la 

que el compuesto pennanezca estable en la matriz biológica. durante su manejo. 
almacenamiento y procesamiento.ca•. 

Tol-ia. Es la capacidad del rn6todo analltico pa,. obtener ....ultados precisos y 

exactos ante variaciones pequenas pero deliberadas, en sus par6metros y 

condiciones de -bajo y que PfOpolCiona una indicación de su confiabilidad durante 

su uso nonnal. 

Recupe1WCl6n .,,_,uta. Se refiefe a la eficiencia de un m6todo analltico para 

cuantificar el o los comp1.atos por analizar en la mues- biológica. 
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3.llATERIALES Y llETODOS 

3.1MATERIAL 

3.1.1 Equipos 

Balanza •,..lltlca Mettler modelo H54AR 

Balanza Ohaus Serie no. 21975 

Centrlfug• Eppendorf modelo 5416 

Centrifuga sigma modelo 215 

Vcxtex Thennolyne Modelo M37615 Serle 871990647059 

Equipo 1>9111 f"lltración de agua Millipore Milli-Q Water Sistem No1058892 

Equipo 1>9111 fittrar disO!ventes Millipore 

Sonlcador Fisher-scientific FS60 

Filtros HA millipore 

Filtros nylon 0.45 micras 

Polenclómetro Orion -Reseach Número 3458 

Jeringas 3ml 

Cromatógrafo de liquidos Shim.dzu 

Bomba Shilmldzu , Modelo LC-10ADVP 

Detlllc:tor UV-Via Shilmldzu- Modelo SPD-10AVP 

Autoinyector, ShimMlzu. Modelo SIL-1 OADVP 

Integrador Shimaldzu Modelo SCL-10AVP 

Computlldora, COMPAQ- PRESARIO, Modelo 4102 

Sofware Shim.dzu, Class-vp500 

lmpfeSOl'll Las-r.Jet HP plus 
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3. 1.2 Eat6ndares 

C-iopeina 1111, lote: 33MRG050402 proveedor Lab. de Qulmica l.-g6nlca FmcultH 

de Quima , UNAM. 

Solución A Cu -· d-lilf meblnol Lab. de Qulmlca lnorglllnica FllCUltad de Qulmlca , 

UNAM. 

Solución B Cu aceW.celonalo I metano! Lab. de Qulmlca lnorglllnlca Fmcultacl de 

Qufmicml UNAM. 

3.1.3. Reactivos 

Ranllidina Clolflidralo, est6ndar secundario. Lote RH10320012S4, Lab. IAVAX 

Phannaceutlcals, Mexicana s. A. De c. V. 

Metano! HPLC lote :GFOS04/20I03 Tecno LAB 

Fosfato de Sodio monoblllslco monohidratado (NaH;zP04 H;zO) R. A. J .T Baker 

Lotek15460 

Fosfato de sodio diblllaico dodec:ahidratado (Na2HP04 12 HzO) R A J. T. Baker. 

Lote HOS461. 

Hexanaulfonalo de sodio grado HPLC lote P135-2 registro Tec:nology lnc:. 

Agua grado HPLC 

Solucl6n Reguladora (blftalato) pH 4 lote VA9001. R. A. J .T Baker 

Soluc:i6n Reguladora (fosfatos) pH 7 lote X04COS. R. A. J .T Baker 

Solución Reguladora (Borato) pH 10 lote X18C13. R. A. J .T Baker 
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Materiales y métodos 

3. 1.4. Soluciones 

A. Solución Amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 6. 7 

B. Solución patrón Casiopeina llli en agua concentración 1000 µg/ml 

C. Solución patrón Casiopeina llli en orina concentración 1000 µg/ml 

D. Solución patrón Casiopeina llli en orina concentración 500 µg/ml 

E. Solución patrón clorhidrato de Ranitidina en metanol concentración 

100µg/ml 

F. Solución Clorhidrato de Ranitidina en metanol concentración Sµg/ml 

G. Solución de Hexansulfonato de sodio 0.005M en agua. 

3.1.5.Preparación de soluciones. 

A. Solución Amortiguadora de fosfatos 0.01M, pH 6.7 

Transferir 0.4230 g Fosfato de Sodio monobásico monohidratado y 0.6927 g de 

Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado a un matraz volumétrico de O.SL, 

disolver y llevar a su volumen con agua desionizada y destilada. Transferir ·la 

solución a un vaso de precipitado para medir el pH. Filtrar la solución al vacío 

por medio de una membrana millipore de 0.45µm. 

B. Solución patrón Casiopeina llli en agua concentración 1000 µg/ml 

Pesar con exactitud 1 Omg de Casiopeina llli (0.01 OOg) y colocarlos en un 

matraz volumétrico de 1 O mi, disolver y aforar con agua desionizacla 
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Materiales y métodos 

C .Solución patrón Casiopeina llli en orina concentración 1000 µg/ml 

Pesar con exactitud 10mg de Casiopeina llli (0.0100g) y colocarlos en un 

matraz volumétrico de 10 mi, disolver en mínima cantidad de agua, aforar con 

orina. 

D. Solución patrón Casiopeina llli en orina concentración 500 µg/ml 

Tomar una alícuota de Sml de la solución stock Casiopeina llli en orina 1000 

µg/ml y trasferirla a un matraz volumétrico de 1 O mi. 

E. Solución patrón clorhidrato de Ranitidina 

100µg/ml 

en metanol concentración 

Pesar con exactitud 0.001g de clorhidrato de Ranitidina y colocarlos en un 

matraz volumétrico de 1 Oml, aforar con metanol. 

F. Solución clorhidrato de Ranitidina en metanol concentración 5 µg/ml 

Tomar una alícuota de 2.Sml de la solución de clorhidrato de Ranitidina 

100µg/ml y colocarla en un matraz volumétrico de 50ml, aforar a su volumen 

final con metanol. 

G. Solución de Hexansulfonato de sodio O.OOSM en agua. 

Pesar 0.094g de hexansulfonato de sodio y colocarlos en un matraz 

volumétrico de 100 mi aforar a su volumen final con agua desionizada. Filtrar la 

solución al vacío a través de una membrana millipore de 0.45 µm. 
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Materiales y métodos 

3. 1.6. Preparación de la curva de calibración de Casiopeina llli en agua se 

muestra en la tabla 6. 

Tabla6 

Concentración Volumen µI Volumen 

Casiopeina llli Solución patrón final de la 

µg/ml Casiopeina llli Solución mi 

(Solución B) 

30 300 10 

20 200 10 

14 140 10 

10 100 10 

6 60 10 

3.1. 7 Preparación de la curva de calibración de Casiopeina llli en orina se muestra 

a continuación en la tabla 7. 

Tabla7 

Concentración Volumen µI Volumen final 

Casiopeina llli Solución Patrón de la 

µg/ml Casiopeina llli Solución mi 

30 30 µI Sol. e 1 

20 20µ1 sote 1 

14 28µ1 Sol D 1 

10 20µ1Sol. D 1 

6 12 µI Sol D 1 
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3.2 OPTIMIZACIÓN DEL ll~TOOO ANAUTICO PARA DETERMINAR 

CASIOPEINA 1111 POR HPLC. 

Se realizó la optimización del método a partir de las condicioneS cramatogr6fas 

establecidas previamente pa,. detennlnar Caslopeina 1111 en plasma y -ngre total.-

3.2.1 Selecci6n de la longitud de onda mmrima de absorción . 

Se realizó un banidÓ de Casiopeina llli de la región del 200 a 400nm, en UV con el 

fin de identificar la A m6xima de Absorción. 

Se prepararon tres soluciones de Casiopeina llli 5, 15 y 25 1'91ml y se leyeron a 

254, 262, 296 y 274 nm., pa,. detennin.r la mejor longitud de onda de casiopeina 

1111 para -te método. 

3.2.2. Elecci6n de la composición de la fase móvil y pH 

La fase móvil de Metanoll foafatos 0.01M en proporción 40:60 vlv se evaluó bajo 

diferentes condiciones pH de la solución de fosfatos pH 4, 5, 5.3, 6, 6.2 y 6.7. 

La composición de la fase móvil y pH, se seleccionó de acuerdo a las siguientes 

respuestas cnxnatogr*ficas donde se obtuviera par6metros cromallOgraficos ~ 

de s..-ta y tiempo de retencl6n de la Caslopeina 1111., considerando como la mejor 

respuesta aquella donde la simetria tuviera un valor :52.0 y Tr 5.2 mklutoa. 

3.2.3 Selacción de la propon:i6n de F- Móvil para el m6todo de c.alopelna 1111 MI 

orina. 

Se evaluó el comporlamiento de Casiopelna 1111 en diferentes proporción de 

fase móvil • las diferentes proporciones empleadaS se muesnn en la tabla 8. 

~ -.rn 
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MMeriales y m6todos 

T•bla8 

Fase Móvil Proporeión Proporci6n Proporción 

Metano! soluci6n fodlltos HeX8naulfonlllO 

0.01M de sodio 0.005M 

FM1 40 60 -
FM2 60 40 -
FM3 35 65 -
Fm4 30 70 -
Fm5 30 65 5 

La propotción de 18 fase móvil pa .. el m6tod0 de Caslopeina 1111 en orina, se 

selecciono, como la mejor fase aqueHa donde 18 slmetrial tuviera un valor s 2.0 . 

3.2.4 Elecci6n de la columna Cromatognllf"ica. 

Se probaron tres columnas cromatogr6ficas de fase reversa, se seleccion6 aquell8 

que pennitiera una aimelrla de pico s 2.0, una resoluc:i6n de los picoS de calopeina 

llli en orina ~ a 1.5 y un Tr Caslopeina 6.8 minutos. 

+ Slmmetry C18 

+ HyperaH Elite C18 

+ Termo Hypersil-Keyatone C18. 
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Materiales y métodos 

3.2.5. Método de extracción para Casiopeina llli en orina. 

Se siguió el siguiente método de extra=ión sólido-liquido (figura 5), para cada 

punto de la curva de Casiopeina llli en orina., que se preparó según lo indicado 

en la tabla 7. 

mi Casiopeina llli 

en orina. 

Adicionar 1 mi 

Estándar interno 

clorhidrato de 

Ranitidina 5µglml 

Vortex 20 seg Centrifugar 

Tomar 1.5 mi sobrenadante 

En un tubo eppenc:totf y 

Centrifugar 15000 rpm * 1 O min 

Filtrar el sobrenadante 

Filtros nylon 0.45 µm 

Inyectar 50µ1 HPLC J 

Figura 5 Diagrama de flujo del método de extracción. 
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Maleriales y m6todoa 

El m6todo de extracción para Casiopeina llli en orina fue desanollado en base 

al -tablecido previamente para de determinación de Caslopeina llli en plasma .-1. 

Dentro de los cambios efectuados a la 16c:nlca de extr8cción se tienen los siguientes: 

Cambio del -tlllndar intemo naproxeno por clorhidrato de ranlticlina, ya que el 

naproxeno da una sellal que interfiere de los picos del blanco de orina. 

Se realizó un ciclo mu de centrifugación en tubo eppendotf a 15000 rpm • 10 

minutos con el objeto de limpiar la m,_.,.. de orina, y evitar asl intefferencias en 

blanco de orina. 

3.3 Condiciones cromatogl'Aficas. 

Las condiciones cromatogr6f"ocas obtenidas despun de que se realizó la 

optimización del método analltico son las siguientes: 

Columna: Termo Hypersil-Keystone C18, dimensiones 250 x 4.6mm, tamallo de 

partlcula 51Jm. 

Fase móvil: MetanoV Solución Amoftlguadora de Fosfatos (0.01M pH 6.7)/ 

Hexansulfonato de sodio 0.005M en proporción 30:65:5 v/v. 

Flujo:0.8 mi I min. 

Longitud de onda: 274nm 

Estlllndar intemo: Clorhidrato de raniticlina 2.5 ¡.iglml 

Volumen de inyección: SO.,I 

Tiempo de corrida: 13 minutos 

Precolumna: Phenomenex Part. K..1~282, con filtro C-18. 
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3.4. VALIDACIÓN DEL MáODO ANAúncO PARA CUANTIFICAR CASIOPEINA 

Hll EN ORINA POR HPLC. 

3.4.1. VALIDACION DEL SISTEMA 

3.4.2.Linealidad. 

Se demostró la linealidad del sistema pniparando una curva patrón con al 

menos cinco puntos, haciendo las inyecciones por duplicado. El coeficiente de 

detenninaci6n r". deberé ser mayor o igual 0.99.-1 

3.4.3. Precisión 

Los datos de linealidad demostraron que el coef"ICiente de variación del factor 
respuesta (%CV) no debe ser mayor al 2% 1291 

3.5 VALIDACIÓN DEL MáODO. 

3.5.1 Selectividad 

Ls selectividad del m6todo - evaluó al preparar un blanco de orina, una 

concentración de Casiopeina llli en orina, una solución A Cu 4-4 dimetll y una 
solución B de Cu- -tilacetonato en orina a las cuales se realizó el m6todo de 

extracción y se inyectaron en el sistema cromatognllfico. 

Se consideraron para la selectividad, la soluci6n A Cu- 4-4 dimetil y la solución 

B Cu-.c:etilacetonto, por que son compuestos que se forman duranle el proceso de 

slntesis de Caslopelna 1111. En el proceso de slntesls de Caslopelnas se mezclan 

cantidad- Iguales de loa llgant- y Cu(N03 )z, pa.-. obtener una mezcla de color 8ZUI 
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intenso a la que se le evapoqi el disolvente a presión reducida y temper11tura 

controlada. de esta forma un precipitado color -ul IUI 

El método - especif"ic:ó si los cromatogramas obtenidos no ~ntan ninguna 

sella! que puedan causar alguna interferencia en los tiempos de retencl6n 

correspondientes a la Casiopeina llli y ranitidina. 

3.5.2 Linealidad del método. 

Se detenninó construyendo tres curvas de calibraci6n de Casiopelna 1111 en 

orina. en un dla de trabajo. a partir de un mismo stock 1000"9iml (ver tabla 7). Las 

curvas fueron procesadas como lo indica el método de extracción (f"igura 5). y fueron 

inyectadas en el sistema cromatogr6fico. Se utHizó clorhidrato de r11nitidina como 

estándar intemo. Una vez obtenidos los resultados se realizó un arreglo matem6tico 

mediante un ajuste por mlnimos cuadrados de la ~ta contra la 

concentración.1- 1 

La linealidad del método se evaluó considerando tres factores: 

Coef"tclente de correlación (r) debe ser mayor o igual al 0.99. 

Coef"ociente de detenninaclón (r") - mayor 0.96 

Coef"ociente de variación (%CV) no debe ser mayor al 10% 

Esto Implica que el método - lineal en el intervalo de concentrac:lot- .-nplemdas Poi 
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M8terla- y m6todos 

3.5.3. Recobro. 

Se evalu6 la recuperacl6n absoluta, al preparar por quintuplicado tres 

concentraciones conocidas (4,8, 121,1g/ml) a partir de un mismo stock de Casiopelna llli 

en orina las cuales fueron sometidas al proceso de extracci6n y se analizaron para 

determinar su respuesta. Adem6s se preparo por quintuplicado las mismas 

concentraciones de Casiopeina llli, a partir del mismo stock en agua. 

Los valores · de respuesta obtenidos de muestras en aoluci6n fueron 

comparados con la respuesta de las muestras en orina sometidas al proceso de 

extracci6n.cnN•t. El% de recuperaci6n absoluta no necesariamente - del 100% pero 

debe de ser reproducible en cada nivel de concentraci6n dentro del rango. c•t 

3.5.4. Exactitud. 

El valor promedio de las determinaciones en cada nivel de concentraci6n de los 

datos de repetibilidad y reproducibilidad debe -lar dentro :t: 15% del valor nominal 

de la concentrac:i6n. 

Se evalu6 al calcular el % de ~viacl6n absoluta. cao1 

% Desv. Abs ... Ya!or nominlll - valor obtenido x100 

Valor nominal 

3.5.5. Precisl6n. 

La precisión se evalu6 por medio de dos par6metros: Repetibllidad y 

reproducibilidad lntralaboratorlo. 
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3.5.5. 1 Repetibilidad (Ola 1) 

Se analizó en un rni..no dla por quintuplicado, un mlnlmo de tres 
concentraciones conocidas: alta, media, y baja del compuesto Casiopeina 1111 en i. 

matriz biológica. Estas concentraciones deben -r dlferen- a i.s de i. curva de 

calibración, pero deben Incluirse en el intervalo. Se delenninó el promedio, i. 

desviación _ .. ndar y el coefic:iante de variacl6n (%CV) el cual no debe _. mayor 

al 15%. 1• 1 

Las concentraciones que - prepararon por quintuplicado fueron 4,8,12 IJg/ml 

de Caslopeina llli en orina. 

3.5.5.2 Reproducibllidad (Ola 2). 

Se analizó en un segundo dla por quintuplicado un mlnlmo de tres 
concentraciones conocidas: alta, media, y baja (4,8, 12 llQ!ml Caslopelna 1111 en orina) 

- delennina el promedio, i. desviación _ .. ndar y el coeficiente de variación %CV no 

debe ser mayor al 15%."""1 

3.5.6. Limite de deteccóón. 

Se delenninó i. concentración • i. auil i. -ft•I del compuesto por analizar en 

i. matriz biológica puede distinguirse de loa niveles de ruido o de una muestra libre 

del comp~to de inter6s.1Hl 

El limite de deleeción - detenninó como i. concentraci6n en donde i. -"SI 

del com~to • analizar en i. matriz biológica fue dos veces mayor que el nivel de 

ruido. 
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3.5.7.Llmite de cuantif"icación. 

Corresponde a la menor conc:entnic:ión del analito que puede determlnarwe con 

precisión y exactitud en las condiciones establecidas. Se analizó poi" quintuplicado la 

concentración más baja del rango de trabajo (3¡Jg/ml). Se considera que el punto tiene 

validez como limite de cuantificación si su valor promedio cae dentro del 20% del valor 

nominal. con un coef"ICiente de variación no mayor que el 20%.(29) 

3.5.8. Estabilidad 

En la prueba de estabilidad se detenninó las cond~ de temperatura y 

tiempo. en las que el compuesto permanezca -table en la matriz biológica, durante 

su manejo. almacenamiento y procesamiento. Evaluando la concentnic:ión del 

compuesto poi" analizar en la matriz biológica. ca1 

3.5.8.1 Estabilidad de la mueatia procesada a temperatura ambiente. 

En esta prueba se evalu6 por duplicado tres niveles de concentración de 

Casiopelna llli en orina (4.8.12 l'Slfml).Se pntpararon tres aeriea de mueatiaa en 

orina. Se procesaron. y una de ellas se analizó en el momento de su preparación. el 

cual fue el tiempo de referencia,. Las otras dos series se anallz8ron a las 12. 24 hra. 

posteriores a su pntparación.-

3.5.8.2.Ciclos congelación- descongelación. 

Se evaluó la estabilidad del compuesto a analizar al congelar y deseongelar a 
temperatura ambiente. mues-• de concentiación conocida en la matriz biológica • Se 

preparó poi" duplicado tres niveles de conc:entiación (4.8.12 llSlfml) en orina. se 

sometió a dos ciclos de congelaci6n - descOngelaci6n a -20 •e antes de analizar les 

~ 
iloliiiiKiCiii 
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muestres. P•ra que los compuestos de lnteñts - consideren -tablea, su deavi.c:i6n 

absolulll debenll estar dentro del* 15% del valor nominal de .. concentdei6n. caoi. 

3.5.9. Toleranc:ial. 

Se refiere • la ev•l...aón de un m6todo •n•lltiCO • pequen•s pero delibef8<Mls 

mod~ (ejemplo: c.rnblo de column•. longitud de ond•). al analizar muestras 

adicionadas de concentnlciOn conocida en .. matriz biológicac-1 

Las modificaé:iones que - consideren, en nuestro caso son: cambio de 

columna y cambio de longitud de onda, deben de cumplir con loa criterios de 

exactitud y prec:isl6n. El m6todo ea tolerante, si .. concentración rec:upeqd• no 

presenta una desviación absoluta con respecto a los valorea Iniciales mayor •I 
15%.Pll 

:S.• APLICACIÓN DEL llt:TODO EN UN ESTUDIO PRELIMINAR DE LA 

CASIOPEINA 1111 EN RATAS. 

3.6.1. Diseno expern.ntal 

Se emplearon 10 tatas W•tar macho de peso (265-300g), que - obtwiefon 
de loa laboratorlo9 Harlan, M6xlco, O .F. Las ratas penNlneciefOn en ayuno 8 horas 

•n- de la adminlatt8Ción de c-lopein• 1111 y agua ed libitum. 

En este estudio preliminar 6 ratas W•tar macho - les admlnlatrO una dosis 

de 9 mglkg por vla Intravenosa. La aolueión de Caaiopelna 1111 fue de 7 mg/ml y se 
preparó en aolucl6n -lina. 

Se colocaron grupos de dos ratas por jaula, para nlCOleetar las muestras de 

orina a los dife- lnt-loa de tiempo (60, 120, 180, 240, 300, 420, 540, 660, 

720, y 1380 minutos), deapu6s de la admlnlalr9ci6n de Caslopelna 1111. 

-~ 
• E5CX1Ci 
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Materiales y m6todOs 

Para obtener orina blanco, fueron utilizadas 4 ratas Wistar macho, a las que -

les administro agua Inyectable, esta orina - utilizó para preparar la curva de 

Caslopelna 1111 y fue recoleclada hasta loa 1380 minutos (23 horas) deapu6a de la 

administración de agua Inyectable. 

En la tabla 9 se muestra el diseno e~tal del estudio preliminar, -

Indica la dOSis administrada de Caalopeina llli y el volumen de la solución de 

Casiopelna 1111 inyectado a cada una de las ratas. 

Tabla 9 Diseno experimental para la Aplicación del m6todo C.siopelna 1111 en orina de 

ratasWistar 

Num. 
Rata 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

Rata 1-6. muestras 
Rata 7-10 control. 

Peso(g) 

280.3 
278.4 
293.4 
302.6 
273.3 
282.3 

Dosis Solución. 
administrada Casiopelna 
ensnn 1111 (mi\ 
2.5227 0.360 
2.5056 0.357 
2.8406 0.377 
2.7234 0.389 
2.4597 0.351 
2.5407 0.382 

De cada muestra de orina recolec:Wda se tomo 1 mi y - trat6 como lo Indica 

el m6todo de extraccl6n de Casiopeina llli en orina (figura 5) - realizó una curva de 

Casiopelna 1111 en orina de ratas control, donde - interpolaron loa datos R 6raaa 

para obtener asl la concentración de C.slopelna 1111 de cada una de las muestras 

analizadas. Se realizó la g,..fica acumulada de la cantidad de C.slopeina 1111 contra el 

tiempo. 

Se calculó la constante de elimlnacl6n (K.) y el tiempo de vida media (t112 ), por 

medio del m6todo de slgm. menos, obteniendo una g,..flca de In de la cantidad por 

excretar de Casiopeina 1111 contra el tiempo, en donde la constante de ellmin.c:l6n -

la pendiente. 

-42-



-43-



... RESULTADOS 

4. 1.1. Elección de la longitud de m6xima absorción. 

Una solución de Casiopeina llli disuelta en agua (5 l'Slfml) presenta au m6xlmo 

de absorción a 296 nrn. en la región unravloleta. 

Para el método ae decidió utilizar 274nm ya que presenta una mejor 

respuesta. A continuación en la f"igura 6 ae presenta el espectro de abaorción para la 

Caaiopeina 1111 en UV. 

;_! .. (:·_t ..... 

.:. -.... _ 

Figura s. Eapec:tro de abaorción de Caalopeina 1111 en UV. 

~ Tf~IS CON 
F AL:..A "[E mr,G~N ' 
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4.1.2. Elección de la composición de la fase m6vll y pH. 

A pH de la solución de Fosfatos 0.01M, 4,5,5.3,6, se obtuvieron Tr de 

Casiopeina llli 5.25-5.3 minutos, va- de simelrla de pico > a 3.0.La fase m6vi1 de 

metano!: Solución amortiguadora de fosfatos 0.01M pH 6.7 (40:60), se obtuvo un pico 

de Casiopeina llli més definido con un Tr = 5.208 minutos, y un valor de simelrla de 

pico :S 2.0. 

4.1.3 Selección de la proporción de la fase móvil para el m6todo de Caslopeina llli en 

orina. 

En la tabla 1 O se muestran los resultados obtenidos para cada una de las 

fa- móviles evaluadas. 

Tabla 10 Fases Evaluadas para el m6todo de Caslopeina 1111 en orina. 

Propooción p- Cromatogratlcos He- T-uc:IOn 

F-Móvil -nol 
Sol.-,,,.,__ 

c..lopelna 1111 -· de-
0.01MpH8.7 

0.005M Trmin. 

FM1 40 60 - - -
FM2 60 40 - 4.8 >3.0 

FM3 35 65 - 8.6 >3.0 

Fm4 30 70 - 8.9 >3.0 

Fm5 30 65 5 10.5 :S2.0 

-45-



4.1.4.Elección de la columna cromatografica. 

En la tabla 11 se muestren loa resuit.dos obtenidos .,.,. cad• una de las 

columnas evaluadas. 

Tabla 11 Columnas evaluad- para el m6todo de Casiopein• llli en orin• 

Tr 
columna 

Casiopelna 1111 
Simetrfa Resolución 

SlmetryC18 10.5 S2.0 2.0 

Hlpersll Elite C18 8.1 S2.0 2.0 

Termo hypersil-

KeytoneC18 
6.8 S2.0 2.0 

4.1.5. Método de extracción para Casiopelna llli en orina. 

El m6todo para la extracción de Casiopeina 1111 en orina fue Indicado en la 

f"ogura 5. 

4.2 Validación del alat.ma. 

4.2.1. Unealiclad 

A continuación en la 18bla 12 se presenl8n los datos.,.,. linealidad del 

sistema (agua) y en la gr6fica 1 se ~18 la curva promedio de Caaiopelna 

1111 en agua, con la siguiente ecuación y • 0.1117 +0.0209 , i' 0.9987. 
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T•bla 12 Linealidad sistema. (agua) 

curva1 C-2 Pronwdlo ..,..., •R.,_1 R6'9eZ RA,.. 
3 0.38753 ºlli 0.39138 
5 0.55359 o. 0.55964 
7 0.79307 o. 0.78317 
10 1.13337 1.11748 1.12542 
15 1.89893 1.72953 1.71423 
m 0.11100 0.11244 
b 0.02532 0.01889 
r 0.99920 0.99818 
r" 0.99841 0.99837 

*R érea = érea caslopein11 lllil Anta st raniticlina 

Gr6fica 1 

DS 
0.00545 
0.00856 
0.01399 
0.01125 
0.02184 

..cv 
1.39 
1.52 
1.78 
0.99 
1.28 

Curva promedio de Casiopeina llli en agua, 274 nm 

1.11 

1.11 

1.4 

1.2 

i 1.0 ... 
a: 

0.11 

0.11 

0.4 

0.2 
2 .. 11 11 14 111 

Concen-.:16n ~mi 
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4.2.2 Pnocislón. 

L- dat- de la tabla 12 de.,.¡., una de las concentl'llCionea de c.aiopelna 1111 de 

linealidad ,._traron un CV menor al 2%. por lo que el sistema fue prwciso.-

4.3. Yalldacl6n del nMtodo 

4.3.1.Selectividad 

cromatogran>aa: figura 7, 8, 9, 10, y 11. 

Tiempo de retención Casiopelna llli en agua: 8.68 minutos. 

Tiempo de retención Caslopeina 1111 en orina: 8.73 minutos. 

Tiempo de retención Clorhidrato de raniticlina 10.8 minutos 

D•tect•r A• 1 (:17•"• • 
.., ....................... 1111 ·····-. 
a•&YOa8°llllle~1.eec JE -

Retentlon Time Z. 
N•me ~ 

3 

'ª·ª 

Figura 7 Cromatograma de Caalopeina 1111 10!Jg/ml en agua 
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a•AYOlfa.eee 
Retention 1 lme 
Na me 

-.E 

_i¡! 

1 
~~ 

~ 
i 
l ... 

\.. 
ori . :¡ . 1 

... ... 7.5 10.0 
Minute• 

~ 
:: 

1 

1 

12.5 

Figura 8 Cromatograma orina blanco. 

ªºº ......... " - • t•l'•••• -- ............. •••••lflc ...................... . ··•········ Relentlon lme 
N•me 

.. 

Flgu,. 9 Cramatog,_ Orina adicionada Casiopeina llll 15'1g/ mi 
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O•••c .. r A. 1 ca:?•n•) -- .... CU••••• , ••ll•Cfflcl••• ••• - ••••o •n•IUlco , ...•...... 
Retentlon lme 
Neme 

::: 
:: 

Figura 10 Cromatograma Orina adicionada Solución A Cu 4, 4 dimetil. 

1 
E 

D•t•ct•r A • 1 ca?••u111, 
-- ::.::.:~~·:.::: IR•ll•Clflcl••• ••• ••••-• •n•Utleo 

R•l•nUon lm• 
Neme 

Figura 11 Cromatograma Orina 8dicionada Solución B Cu Acetii.cetonato. 

-so-



4.3.2. Line•lidad del m6todo. 

Lm .. bla 13 m.-- loa resultados de la -•lidad del m6todo para la 

cuantif"icaci6n de Caslopein• llli en orinal. 

T..,._ 13 Llnemlidmd del m6todo 

Concentr.c:16n Curv• 1 Curv•2 c ...... s Promedio DS %CV pglml R-...1 R.,._2 R ..... 3 R .... 

3 0.47154 0.48819 0.46895 0.47623 0.01044 2.19 
5 0.70171 0.86211 0.72146 0.69509 0.03022 4.34 
7 0.88350 0.87800 0.84895 0.87015 0.01857 2.13 
10 1.21507 1.20702 1.18782 1.20330 0.01400 1.18 
15 1.80085 1.83511 1.81486 1.81681 0.01733 0.95 ... 0.11009 0.11312 0.11048 0.11122 
b 0.13374 0.10913 0.12471 0.12252 
r 0.99933 0.89813 0.99859 0.99849 
ro 0.991167 0.99826 0.99320 0.99699 

Gnllf"ica 2 

Curva de Casiopeina llli promedio en orina 274 nm. 
2.0 

1.11 

1.11 

1.4 

1.2 

1.0 

0.11 

O.ti 

0.4 

2 4 e e 10 12 14 111 

Concentrmc:l6n pglml 
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En la graflca 2 se presenta la Curva de Casiopeina llli en orina a 274 nm. cuya 

ecuación fue y= 0.1112x +o.1225, ,:Z s0.997 . 

... 3.3. Recobro 

En la Tabla 14, se muestran el% promedio de recobro para e.da una de las 

concentraciones, atto, medio, bajo de Casiopelna 1111 en orina. 

Tabla 14 % de Recobro 

Concenlf'ación caslopelna 1111 Caalopeina 1111 %Recobro Caaiopelna 1111 en solución en orina Promedio ¡.ig/ml Rlllreaa R6reas 

1.091 1.111 

ª"º 1.065 1.140 
12 pg/ml 1.050 1.122 101.83 

1.072 1.118 
1.069 1.108 

promedio 1.089 1.120 

0.909 0.827 
Medio 0.811 0.830 

8pg/ml 0.915 0.846 93.93 
0.920 0.802 
0.853 0.828 

promedio 0.882 0.828 

0.519 0.469 
Bajo o ... 50 0.441 

92.52 4 ¡.ig/ml 0.479 0.428 
0.486 0.450 
0.529 0.487 

promedio o ... 92 0.455 98.42 
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Resultados 

4.3.4. Precisión y exactitud del m6todo 

4.3.4.1 Repetibilidad. (Ola 1) 

En la Tabla 15 se observan los resuttados correspondientes a la repetlbilidad 

(dla 1) y exactitud del m6todo. Las concentraciones se obtUvleron por medio de la 

interpolación de la relación de 6rea, R 6reas ~ 6rea Casiopelna 1111 I 6rea -Uindar 

interno en una curva de calibración de C-iopeina llli en orina. 

Tabla 15 Repetibilidad (dla 1) y exactitud del método. 

Concentnlcl6n Concantqclón c-.cl6n 
C-lopelna 1111 c-lopalna 1111 c-1ope1na1111 
Control bajo Control medio Control alto 

4ualml .. ......_, 12·-· 
Replica 1 4.01 8.24 11.59 
Replica 2 3.69 8.27 11.94 
Replica3 3.54 8.46 11.72 
R,....ica4 3.80 7.94 11.67 
--icaa 4.22 8.22 11.58 
Promedio 3.85 8.23 11.70 

DE 0.27 0.19 0.15 
CV% 7.03 2.26 1.28 

%Des.Abs 3.70 2.85 2.54 

4.3.4.2 Reproduclbllldad (Ola 2). 

En la tabla 16 se m-- los resultados de precisión y exactitud del m6todo 

en un segundo dla de anallllsls de los puntos control. 
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Tabla 16. Reproducibilidad (dla 2). 

c-ntracl6n ~ Conc .. lllracl6n 
caa1ope1na 1111 caalopelna uu c-lopelna 1111 
Control bajo Control meollo Conlral alto 

'pgfml 8 pg /mi 12 pg /mi 

A...alca1 3.59 7 ..... 11.69 
D-"lca2 3.57 7.71 10.82 
~.....,lca3 3.63 7.02 10.47 

~-1ca' 3.54 7.59 10.41 
AAnllca5 3.88 7.38 11.21 
P.-.-dlo 3.&4 7.43 10.82 
DE 0.14 0.26 0.53 
CV% 3.82 3.55 4.89 

""Des.Aba 8.95 7.13 9.00 

4.3.5. Limite de detec:ci6n. 

El limite de detecci6n para caaiopeina 1111 fue 2 ¡.ig/mL ya que en -ta 

concentrac:i6n la sellal de caslopeina en la matriz biológica fue de dos veces mayor 

que el nivel del ruido 

4.3.6. Limite de cuantificaci6n. 

El limite de cuantlficaci6n es 3¡.ig/ mL, el cual es el punto má bajo de 

concentrac:i6n en la curva de calibración. El la tabla 17 se muestrwt los NSUltados 

del an61isis por quintuplicado de la concentraci6n m6s baja de la cunta de callbraci6n 

de Caslopelna 1111 el cual muestra un %CV de 2.1%. y la exactitud (% desviación 

absoluta) fue 0.33%. 
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Tabla 17. Limite de cuantificación 

c:-ntracl6n Concentración 
C..lopelna 1111 ...Wrnl R6- C..lopelna Hll 

1 ,...,_, 

3 0.48243 2.87 
3 0.48208 3.04 
3 0.47754 3.00 
3 0.48426 3.06 
3 0.48862 3.10 

Promedio 0.47898 3.01 
so 0.01008 0.09 

%CV 2.10402 2.88 
% desv abs 0.33 

4.3.7. Estabilidad. 

4.3.7.1.Estabilidad de la muestra procesada a temperatura ambiente. 

En la Tabla 18. 19 y 20, se Indican los resultados obtenidos para la estabilidad 

de la muestra procesada, O, 12, y 24 hons respectivamente de los resultados 

antenonts se obtuvo% CV y la desviac:ión -t6ndar. 

Tabla 18 Estabilidad de C.slopeina llli en orina o hons 

tlmnpo0h19. 
Coticentrac:l6n Concentración Concentración 
C.siopelna 1111 Casiopeirla 1111 c.siopelna 1111 

control bajo control medio control alto 
4J.IQlml 8'1g/ml 12ua1m1 

repica 1 3.88 8.20 11.55 
....-2 3.49 8.05 11.55 
~lo 3.58 8.13 11.55 

so 0.14 0.11 0.00 
%CV 3.82 1.34 0.04 
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Tabla 19 Estabilidad de Casiopeina 1111 en orina 12 Horas. 

tiempo 12hrs. 
Concenkmción Concentración Concentración 
Casiopelna 1111 casiopelna 1111 Caslopeina llli 

conlrol bajo control medio control alto 
'4tlg/ml 81111fml 121111fml 

repica 1 3.28 9.48 11.57 
replica 2 4.24 8.53 12.00 

promedio 3.76 9.01 11.78 
so 0.68 0.68 0.30 

%CV 18.01 7.52 2.55 
%des. Abs 4.92 10.83 2.03 

Tabla 20 Estabilidad de Casiopeina 1111 en orina 24 hrs. 

1Mmpo2411rs. 
Concenkmción Concentración Concentración 
Casiopeina llli casiopelna 1111 CllSiopeina 1111 

control bajo control medio control alto 
'4tlg/ml Bun/ml 12ua/ml 

repica 1 3.79 9.20 11.25 
replica 2 3.98 8.04 11.37 
nmmedio 3.88 8.62 11.31 

so 0.14 0.82 0.08 
%CV 3.54 9.48 0.75 

'lftdesv.Abs 8.41 6.07 2.11 
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Resubdos 

4.3. 7 .2. Estabilidad de la muestra en ciclos congelación - deSCongelación. 

En la tabla 21 se muestra los puntos control proc:eaados .-n>almente, los 

cuales fueron considerados como tiempo cero, pe,. la eshlbilidad de la mues- en 

ciclos congelación - descongelación, y en la tabla 22 los puntos control procesados 

después de dos ciclos de congelación - descongelación. 

Tabla 21 Puntos control Casiopelna 1111 en orina 

Concentración Concentración 

Ceslopelna llli lnte<polada 

1JG /mi Cesiopeina llli 
,.fthn1 .. 3.88 

8 8.29 
12 12.05 

Tabla 22 Estabilidad ciclos congelación - descongelacl6n 

Zclclos Ión-
Concentrac:i6n Concentrac:i6n Colocentraci6n 
c .. iopeln• un Caslopelne 1111 Cesiopeln8 llli 

control bajo control medio control alto 
4j.lglml 8j.lglml 12j.lg/ml 

...... ice 1 2.91 7.- 11.10 
reolica2 2.71 7.47 10.95 
...-1o 2.81 7.46 11.03 
so 0.14 0.02 0.10 
'*-CV 5.07 0.27 0.94 
'*-desvabs 29.69 6.81 8.11 
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4.3. 8 Tolerancia. 

Los resultados obtenidos a laa condiclon- -tablecidas del m6todo (Fase 

móvil metanoU solución amortiguadoni de fosfatos 0.01m pH 6.7/ hexansulfonato de 

sodio 0.005M 30:65:65 v/v, flujo 0.8 mi/ min. columna Tenno H~t- C18, , 

longitud de onda 274 nm., se ~ntan en la siguiente tabla 23. 

Tabla 23.Puntos control a las cond~ -tablecidas para el rn6todo analltico. 

Concentración Concentración Concentración 
1111 ea~allll ca~allli 

Control bai<> Control medio control alto 
4, ... ,..,1 8·-'ml 12 ·-.... 1 

--="-1 4.02 8.24 11.59 
--"-2 4.22 8.22 11.56 

Promedio 4.12 8.23 11.57 
Sd 0.15 0.01 0.02 

%CV 3.57 0.15 0.18 
%desv. aba. 2.97 2.91 3.55 

Loa resulladoS obtenidos despu6a de realizar el cambio de columna • por la 

columna Hypersil -Elite C18 se muestran en la tabla 24. 
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4.3.8.1 Tole,.ncia cambio de columna. 

T-'>la24 

C•mbio de columna Hypenll -Elite C18 

Concentrmción Cancentr.c:lón Concentración 
C•aiopeillll llli C.aiapein• llli C.alopeinmllli 
Controlb9jo Con1rol medio Control •llo 

7jlg/ml 141'9 hnl 4°"9 hnl 

-1 7.24 14.08 35.04 
replicm 2 6.55 13.90 34.71 

Promedio 6.90 13.99 34.88 
DS 0.49 0.13 0.23 

'%CV 7.08 0.91 0.67 
'% Desv.Abs. 1.50 0.07 12.81 

4.3.8.2. Tole,.ncill por cambio de longitud de onct. 296nm 

En la tabla 25 se presenta la tolerancia del m6todo •nalltico a un cambio de 

longitud de onda. 

Tmbla25 

c.mbio de longllud de ondm 296nm 

Conc:entrmción Coo IC8ntr.c:i6n Coticentlael6n 
c.siopeillll 1111 C..iopeinllllll C.aiopein• 1111 
Controlb9jo Control medio con1rOI •lto 

4jlg/ml 8 !lllhnl 121.1111 hnl 

.-..1 3.47 7.93 8.90 
-2 4.32 7.58 8.37 
Promedio 3.90 7.74 8.83 

DS 0.60 0.26 0.37 
'%CV 15.36 3.33 4.32 

%desv•bs 2.61 3.20 28.06 
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s.o Apllcaclón del m6todo ...ctlanm un -tudlo PNflmlnar en rm .... 

Al •nalizar por HLPC las muestras obtenidas de orina de ratas, se puede 

observ•r la presencia de Casiopekul llli. En este estudio - emple•ron 10 ...Ws 

macho Wmtar de laS cu•les 6 ,.tas - les administró una doaia de 9 mg/Kg, de 

solución de Casiopeina 1111 por vi• 1.v. y a las ot..a cu.tro rat.a se les administró mgu• 

lnyecblble, estas - se emplellron .,.,. obtener la orln• pma prep11rar la curva de 

calibraciOn de Caslopeina llli. Se rom.ron muestras de orina de rata a las slgulen

tiempoa,60, 120, 180, 190,240,300,420,540,660, 720, y 1380 minutos. La primera 

muestra de orina de rata - tomo a una hora despu6a de la adminia~ 

Intravenosa de Caaiopeina 1111. 

La tabla 26 - observa la concentración promedio de Caslopein. llli de las 

muestras de orina de rata oblanic:la en las tiempos mencionados. A dem6a se calculó 

la cantidad excretada de Casiopeina llli en orina p11ra c:mda uno de las tiempos de 

muestreo y la cantidad acumulada de C.siopelna llli en orina. 

Tabla 26 Estudio de Caalopeina llli excretada (promedio) en orina de ratas. 

Tiempo C0tocenlnlelón volurnan Cantidad •xcratada c-1ope1na 1111 
mln- Caalopelna 1111 Orlna c-lopalna 1111 Acumulada ·-· mi ·- ·-60 17.72 3 53.16 53.16 

120 8.23 2.5 20.58 73.74 
180 18.60 4 74.40 148.14 
190 8.79 4.8 42.19 190.33 
240 5.21 8 41.88 232.01 
300 8.00 10 80.00 312.01 
420 6.52 6 39.12 351.13 
540 8.95 13 118.35 487.48 
660 10.08 10 100.80 588.28 
720 2.88 8 23.04 591.32 
1380 20.92 8 167.36 758.88 
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En la figura. 12 y figura. 13 - presenta el cromatograma de orina blanco de rala y 

el cromatograma obtenido de 1°"9fml Casiopeina llli en orina rata. 

D•le•l•O' A • 1 ca?••• 1 -- ::.:.·-..·.:;·~.::· -........................ . 
lfll:etenuon T • 
Neme 

! 

~ 
i 

~ ; ! ~ "'M 

Figura 12 Cromatograma orina blanco de rata 

D••••••" A • '<•1'••• I -- ::.:.·-..·:~· •. i:~·. - ........................ .. 
Retenllon T • 
Neme 

f 

Figura 13. 1°"9/ml C.alopeina 1111 en orina rata 
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Resullados 

5.1 C.lculo de la constante de elimin.ci6n Ke y tiempo de vida media de Caslopeina 

llli en orina. 

En la tabla 27 se observan los ailculos pa,... la obtención de la constante de 

eliminación (Ke), la cual se obtuvo al realizar la gnif"ICll 4 de In de la cantidad por 

ex.,._r de Caslopeina 1111 vs. tiempo 

Tabla 27. Ke de C.slopeina llli en orina 

le-~ vol- C8lllld8d C.ntldad cantidad - In cantidad 
Tiempo c-1aP91naMll ortna Ex...-cla Acumulada exc:retar119 por••-=-r 
~ 

1 
2 
3 

3.17 
4 
5 
7 
9 

11 
12 
23 

·--· mi '•-C..'-'nallll ·- C-1......,nallll ...... ....... 
17.72 3 53.19 53.16 705.52 6.!56 
8.23 2.5 20.58 73.74 684.IM 6.53 

18.60 4 74.40 148.14 610.54 6.41 
8.79 4.8 42.19 190.33 568.35 6.34 
5.21 8 41.68 232.01 526.67 6.27 
8.00 10 80.00 312.01 446.67 6.10 
6.52 6 39.12 351.13 407.55 6.01 
8.95 13 119.35 467.48 291.20 5.67 

10.08 10 100.80 568.28 190.40 5.25 
2.88 8 23.04 591.32 167.36 5.12 

20.92 8 167.36 758.68 0.00 o 

El tiempo de vida media y constante de eliminación JNI,... Caslopeina 1111 fue t,,.-

5.22 horas y la K. = 0.1328 h"' 
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Anmlisla de reaubldoa 

•.O ANALISIS DE RESULTADOS 

S.1. OPTIMIZACIÓN DEL MáODO ANAúTICO PARA DETERMINAR 

CASIOPEINA 1111 POR HPLC. 

Se eligió como fase móvil: metano!, solución amortlguadorm de fosfatos 0.01M 

pH 6.7, hexanaulfonato de aodio 0.005 M, en una proporcl6n de 30:65:5 (vlv),. Por 

que fue la que obtuvo valorea S2.0 de e!metrfa del pico de Caaiopeina llli. 

Se seleccionó la columna crornatografica Termo Hype..it-Keystone C18 5pm 

4.6 x 250 mm, por que pennitió una buena aeparmción de loa picos y resolución 

mayor a 1.5. Tambi6n se consideró la almetrfa del pico S2.0, y un tiempo retención 

caaiopeina 1111 6.8 minutos. 

El m6todo de extracci6n para la Caaiopeina llli en orina se mues- en la f"igura 

5, ea método fácil y simple en el que se obtienen altos porcentajes de Caalopeina 1111 

extralda de la orina. 

•.2 VALIDACIÓN DEL SISTEMA.. 

El aiatema en agua para Caaiopelna 1111 fue lineal dentro del Intervalo de 

concenlnlcionea establecidas de 3 a 15tlglml el coeficiente de detenninaci6n lineal r • 

fue mayor a 0.99 '% y el coeficiente de -riación (%CV> fue ~al 2% por lo que 
cumple con el criterio de ac:eptaci6n de precial6n y linealidad. Establecido en 

Procedimiento Normalizado de operación GEN-810-001-
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Anllliala de niault9doa 

•.3. VALIDACIÓN DEL Mf:TODO. 

6.3.1 Selectivicl•d 

El m6todo para detenninar Casiopeina llli en orina es selectivo por que en el 

cromatograrna de blanco de orina (f"igu,. 8), no - observa ninguna ..nal que 

interf"lera en el tiempo donde .... el pico de Caaiopein• llli tr '"' 6. 73 mln. Por lo que 

- ref"iere • la solución A C~.4 dimetil (figura 10) no presenta tampoco ninguna 

-llal que Interfiera con la Caslopelna llli. 

Sin embargo la solución B.(Cu - ac:etilacetonato) presenta una sellal en tr 6.8 

minutos (f"igura 11)., siendo esta solución B, un compuesto que - form• durante la 

•lntesis de la Caslopeln• llli. 

6.3.2. Linealidad 

El m6todo para cuantif"ocar Casiopeina 1111 en orina fue lineal en el Intervalo de 

concentraciones establecidas de 3'1g/ml a 15pg/ml, el coeficiente de conelaci6n "r" fue 

de 0.998. La ecuación de la curva promedio de Caaiopeina 1111 en orina fue, y .. 

0.1112x +0.1225. y el coef"ICiente de determln8Ci6n i'- •0.997, el coeficiente de 

variación (%CV) fue 0.95% a 2.19%. - Implica que el m6todo fue lineal en el 

intervalo de concentraciones empleadas. 

6.33. RecobrO. 

El recobro promedio para ceda nivel de concentracl6n fue del 92.52, 93.93, 

101.83% • y fue reproducible en cada nivel de concentracl6n empleado. Lo que Indica 

que la t6cnlca de extraccl6n de C.siopeina 1111 en muestras de orina fue adecuad• 

porque pennite obtener una buena recuperaci6n del compuesto en orina (tabla 14). 
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Analisla de NSUltadoa 

6.3 4. Precisi6n 

6.3.4.1. Repetibilidad (Ola 1) 

Al ev81uar este par6metro de precisión - observó que cumple con los criterios 

de aceptación, puesto que el %CV en cada uno de loa niveles de concentraciones 

empleadas (4, 8, 12 J.lg/ml Casiopeina 1111) fue menor al 15% obtenl6ndoae valores de 

% CV 7.03, 2.26, y 1.28. La exactitud fue definida por el% desviación absoluta, el 

cual fue menor del 15%. 

Como - puede observar al evaluar la precisión, se encontró un aumento del 

coeficiente dm variación confonne disminuye la concentración de Caalopelna 1111. Lo 

anterior puede deberse a que en concentraciones bajas se tiene m6s variación, por 

que la capacidad de extracción del método disminuye afectando la preclsl6n. 

6.3.4.2.Reproduclbilidad .(Ola 2) 

En un segundo dla de an61isls de los puntos control de Caslopelna 1111 se 

encontró que el coeficiente de variación fue 3.82 a 4.89 % el cual cumple con el 

criterio de ser menor al 15%, mientras que el% de deaviaci6n abaoluta fue menor al 

9% en los tres niveles de concentración evaluados. 

6.3.5. Exactitud. 

El valor promedio de las determinaciones en cada nivel de conc:entraci6n de los 

datos de repetibllldad y reproducibllidad, al evaluar el % de deavlacl6n absoluto 

fueron menor al 15 % por lo tanto el método fue exacto. 

6.3.6.Limlte de Detección. 

El llmile de detección para Caaiopelna 1111 fue 2 J.lg/ml ya que en esta 

concentración la aenal de Casiopeina 1111 en la matriz biológica fue de dos veces 

mayor que el nivel del ruido. 

-66-



6.3.7 Limite de cuantificaeión. 

El limite de cuantificaci6n fue 3pgl mL, el cual es el punto ,.... bajo de 

concentración en la curva de calibración. En esta concentración la pnteisl6n fue 2.1 % 

y la exactitud, % de desvlaci6n absoluta fue 0.33% (tabla 17).Estos valorea -

encuentran dentro del Intervalo de :1: 20 del valor nominal. 

6.3.6 Estabilidad. 

Las pruebas de estabilidad tienen como objetivo determinar las condiciones de 

temperatura, tiempo, en las que el compuesto de lnter6s. permanezca -table en la 

matriz biológica, durante su manejo, almacenamiento y procesamiento. 

6.3.8.1. Estabilidad de la muestra procesada a temperatura ambiente. 

El % de desviación absoluta obtenidas de las muestras de Casiopeina 1111 para 

la -labilidad de 12 lloras (Tabla 19), en todas las concentraciones fue menor al 15% 

por ID que - considera que las muestras de Casiopelna llli en orina son estables 

bajo estas condiciones. Adema los % de desviacl6n absoluta encontl'adoa a las 24 

hrs. fueron: 6.41. 6.07, 2.11 % siendo asl tambi6n estable durante la• pnn.raa 24 

horas a temperatura ambiente (Tabla 20). 

6.3.8.2. CicloS congelación - deSCOngelaci6n. 

Las muestras de Casiopaina llli en orina sometidas a dOS ciclos congelael6n 

descongelación. Son estables por dos ciclos de congelación cleSCOngelacl6n. Para la 

concentraciOnes de 81'9fml y 12Jlglrnl su % de desvfación absoluta fue 6.81 , 8.11%, 

reapectivamente,.Sln embargo - encontr6 un 29.7 % en la concentracl6n ,..._ 

pequefta de Casiopelna 1111 (tabla 22). 
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6.3.9. Tolerancia 

Se ref"oere a la capacidad del m6todo analltico para obtener resultados precisos 

y exactos ante va..-nes pequellas • y deliberada• de las condicionea de -bajo. 

En este caso se realizó un cambio de columna de las mismas ca.-rlaticaa solo que 

esta es de otra marca, y un cambio en la longitud de onda (296nm). 

6.3.9.1. Tolerancia por cambio de columna 

Al cambiar la ·columna cromatografica por la Hyperail- elite C18 {Tabla 24), se 

observó que el pico de caalopeina se obtuvo en un tiempo de retención de 8.4 

minutos •• en cada una de las concentraciones realizadas el % de desviación absoluta 

fue menor al 15%, por lo que podemos decir que el m6todo fue tolerante al cambio de 

columna. 

6.3.9.2. Tolerancia por cambio de longitud de onda. 

Al cambiar la longitud de onda a 296 nm. (tabla 25) se obaerW que el m6todo 

fue tolerante a concentraciones bajas. Sin embargo a una concentración de 12"'91ml 

se obtuvo un % de desviación absoluta muy alto de 28%. Por lo enterior el m6todo no 

fue tolerante a cambio de longitud de onda propuesto. 

8.4. APLICACIÓN DEL MÓODO MEDIANTE UN ESTUDIO PREUMINAR EN 

ORINA DE RATA 

Despu6s de administrar por vla l.v. Casiopeina llli en ratas macho Wistar. -ta 
fue detectada en cada una de las mues-. de onn. que se recolectaron. En la g_.fica 
3 se describe la curva acumulada promedio de Caalopeina llli del estuc:lic> preliminar 

en orina de .. ta. 
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Analisls de resultados 

Gr6fica 3 

Curva acumulada pn:xnedio Casiopeina llli en orina de rata 
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La cantidad inicial adminiskads de <:asiopeina 1111 a ratas '- 2.57 mg. Se 

encontró 0.7588 mg de Casiopeina llli acumulada en la orina hasta las 23 horas, 

(1380 minutos) que corresponde a 29.5% de la c.ntldad Inicial adminiskada de 

Caslopeina llli 

Por lo anterior podemos decir que un 70.5 % de C-iopeina 1111 '

metabolizado o aun no ha sido excretado y solo se excrett> en orina un 29.5% como 

Casiopeina 1111 Inalterado. 

Ea muy nicomendable administrar una cantidad auficiente de agua para 

provocar diuresis y obte_,. asl las muestras a loa Intervalos de tiempo -tablecldoa. 
En las ratas se debe cuidar que beban agua suficiente y al - n-rio administrar 

por vla oral agua con una sonda gAstrtca. 
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Otro pa.....,tro iml)Of1mnte es el volumen de orina para cada tiempo de 

muestreo, ya que si este no - mide y recolecta •decuadamente, la C8ntldad de 

fá"'18CD rem•nenle puede - •dicionada • la siguiente muestra, lo que puede 

ocasionar datos Incorrectos. 

U.s ratas empleadas en este -ludio deben tener una •yuno de •I menos 8 

horas •n- de adlninistrar C8Siopeil18, paf8 evitar picos en el cromaitogram• de la 

orín• que interf"eran con el pico de C•siopeln• llli. 

Paf8 obtener ·1a conat.nte de eliminación Ke, se realizo la grafica de In de la 

cantidad por excrel8r de Casiopelna 1111 vs. tiempo (Gráf"1a1 4). Se realizo un ajuste 

por mlnimof¡ cuadf8dos donde la pendiente - igual a la constante de elimin•ción (K.). 

Para obtener el tiempo de vid8 medi8, - utilizo la siguiente formula: 

t % •0.6931 k e 
A continuación en la gr6fica 4 se muestra el In de la cantidad por excretar de 

casiopelna 1111 vs. tiempo. 

Gr6fica 4. Oblención de Ke de Ca&iopeina llli en orina 

Grliflca para obtener la Ke de 
caslopelna 1111 en orina 

'11. -4.1328•. e.7857 
lt'•0.97U 

o 5 10 15 

tlempo(h) 
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Analiala de resultados 

En este estudio preliminar las muestras de orina se recolectaron hasta las 23 

horas posteriores a la administración de Casiopelna 1111. Sin embargo, poaterionnente 

se obtuvo el tiempo de vida media 5.22 horas y la constante de eliminación 0.1328 h"1 , 

por lo que se debió recoleetar orina por un periodo m6s largo de tiempo (37 hrs.), ya 

que en este tiempO corresponde a 7 vicias medias donde se asegura que el 99.2% 

de la Casiopeina llli administrada fue excretada. 
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7.0CONCLUSIONES 

El mc!ttodo analltico para determln8r Casiopelna llli en orina, por HPLC -

selectivo, lineal. exacto y preciso en el Intervalo de concentraciones 3, 5, 7,10, y 

151'9/ml, es preciso y exacto, el% recobro fue 96.42", LO - 2¡Jglml., LC - 31Jgfml. 

-table por 24 horas a temperatura ...,biente y por dos ciclos congelación -

descongelación. 

El mc!ttodo analltico es tolerante a un cambio de columna Hyperail- Elite C18 y 

es poco tolerante a un cambio de longitud de onda (296 nm). 

El desarrollo y optimización del m6todo analltico para determinar C.siopeina llli 

en orina fue adecuado para la aplicacl6n del m6todo en el estudio preliminar en 

ratas. La Constante de eliminación (Ke) de C.siopeina 1111 en orina es Ke • 0.1328 y t 

,. =5.22 horas. El 29.5% de la cantidad inicial de Casiopeina 1111, fue excretada en la 

orina a las 23 horas. 
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