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1.1 INTRODUCCION

En la actualidad el disefio de nuevos farmacos es de gran importancia, a lo largo
de veintiséis afios de trabajé un grupo multidisciplinario de investigadores ha
trabajado en una serie de compuestos desarrollados en la UNAM baj6 la direccién
de la Dra. Lena Ruiz Azuara a los cuales denominé casiopeinas.

Se conoce como casiopeinas a una familia de mas de 100 compuestos
sintetizados a base de cobre (Il), que en su esfera de coordinacion tienen dos
ligantes bidentados, uno de ellos es una diimina (N,N), y el otro puede ser un
aminoacidato (N,O) o donador (0,0).

Actualmente estos compuestos estan en fase preclinica de ahi que sea importante
conocer las propiedades biofarmacéuticas inherentes del compuesto, ya que muy
pronto estos compuestos entraran a la fase | , es de gran interés conocer las
relaciones existente entre farmaco, forma farmacéutica y organismo.

Durante la década de los 80’s se comprobd la actividad antitumoral de algunos
compuestos de esta familia en ensayos in vivo e in vitro con lo cual se dio inicié a
las pruebas de cemimiento primario sugeridas por el Cancer Chemotherapy
Nacional Service Center donde se estipula el uso de lineas celulares de tumores
murinos y humanos.

La Casiopeina ligly [Agua (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) (glicina) Cu(ll) nitrato)]
se encontrd que acta contra tumores como Hela (carcinoma cérvico-uterino),
L210 (leucemia) y células de tipo calo, y S180 (sarcoma), B16 (melanoma) y Lw 1,
es potencialmente citotoxico y también mata células por apoptosis.

- Bliofarmacia
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En la presente tesis se llevé a cabo la optimizacion del método para cuantificar la
casiopeina ligly utilizando el método reportado por Fuentes |. y cols. (referencia

14) para casiopeina lll-i, se realizaron cambios a la proporcién de la fase movil,
encontrando que las mejores condiciones cromatogréficas fueron las siguientes:
fase mévil MeOH:Hexansulfonato de sodio (0.003M):ACN ajustado a pH=4 con
acido acético dil, columna Symmetry C-18 4.6x250mm, A= 273 nm, flujo de 0.7
mL/min, volumen de inyeccion 50 pL.

Se validé el método analitico de acuerdo a la NOM-177-SSA1-1998. El sistema y
método, es preciso y lineal en el intervalo de 2.5 a 50 pg/mL . El método fue
preciso con un CV menor al 15 % , una exactitud menor del 15 %, y un recobro
de 87.6 % de casiopeina ligly. El limite de cuantificacion (LC) fue de 2.5ug/mL y el
limite de deteccion de 0.46 pg/mL. Las muestras son estables las primeras 12 hrs
una vez procesadas encontrandose que es preciso y exacto, las muestras de las
24 horas son precisos, pero no exactos. El método es poco tolerante.

Una vez validado el método analitico se procedié a llevar a cabo la cinética de
distribucién in vitro de casiopeina ligly en sangre total para determinar el
comportamiento del compuesto a diferentes concentraciones las cuales fueron
12.5 pg/mL, 25 pg/mL y 50 pg/mL , las muestras sanguineas se colocaron en un
bafio maria de 37 °C sin agitacion durante los siguientes lapsos de t0 min, t15
min, t30min, t90min, t150 min y t180min, posteriormente se cuantificd la
casiopeina ligly en plasma y en sangre por el método de CLAR.

El comportamiento de la cinética de distribucion es diferente en cada una de las
concentraciones frabajadas, en el caso de la conc. de 125 pg/mL las
concentraciones en plasma permanecen casi constantes a lo largo del tiempo. En
el caso de la conc. de 25 pg/mL y la de 50ug/mL las concentraciones de
casiopeina en sangre son mayores que en plasma, después de los 30 minutos las
concentraciones en plasma empiezan a alcanzar el equilibrio.

S — B"—
Biofarmacia
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1.2 OBJETIVOS

e Optimizar y validar el método analitico para cuantificar casiopeina ligly en
plasma por el método de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.

¢ Determinar el tiempo de equilibrio de la casiopeina ligly para llevar a cabo
una cinética de distribucion in vitro en sangre total a diferentes

concentraciones.







Cancer
Introduccién

El cancer es una enfermedad crénico degenerativa y es bdsicamente una
enfermedad de las células que se caracteriza por un cambio en los mecanismos
de control que regulan la proliferacion y diferenciacion de las células, formando
una masa de tejidos cancerosos que genera invasividad y metastasis.'%'%

Céanceres mas frecuentes en pacientes con nuevo diagnéstico (ambos sexos)./"®

Canceres mas frecuentes en ambos

O Pumin

B Cdorectd

0 Mama

0 Prostaia

M Estémego

B Vejiga

H Pancress

[ Todos los demés

% 5% 6% 6%

*http://oncologia.comAtumores.htm.
Figura 1. Porcentaje de canceres mas frecuentes en ambos sexos.
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Tabla 1.Principales causas de defuncion en ambos sexos en el 2001 en México.'?

EDAD CAUSA DEFUNCIONES No. DE ORDEN
0 -4 Afos Leucemia 278 (1%) 1
5-14 Afos Leucemia 588 (8%) 1
Linfomay MM 91 (1%) 15
15 - 29 Afos Leucemia 621 (2%) 8
30 - 44 Aos Tumor maligno de 877 (2%) 11
cuello de utero
Tumor maligno de 749 (2%) 13
mama
45 -59 Tumor maligno de 1418 (2%) 8
cuello de utero
Tumor maligno de 1360 (2%) 9
mama
Tumor maligno de 1017 (2%) 12
traquea,bronquios y
pulmén
Tumor maligno de 967 (1%) 13

estémago

http://www.salud.gob.mx/apps/htdocs/estadisticas/publicaciones/publicaciones.htm

(Mortalidad 2001)

Actualmente no se conoce el mecanismo celular que cause este desarrollo

maligno, sin embargo se han propuesto diversos factores que solos o en
combinacién pueden fungir como iniciadores de dicho proceso :#"

1) Exposicién a algunas sustancias potencialmente carcinogénicas (factores
ambientales que pueden ser fisicos, quimicos o bioldgicos), la dieta y
factores genéticos.

(g

Blotarmacia
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Tabla 2. Sustancias potencialmente carcinogénicas.
Factores Quimicos

Los cambios mas sobresalientes que ocurren en las células neoplasicas estan
relacionados con los fenémenos de transformacién.®

» Alteraciones de la membrana celular.

» Cambios antigénicos y bioquimicos.

» Alteraciones cromosomicas.
2) La transformacion maligna por lo menos requiere de 3 pasos: Iniciacién,
promocién y progresion.t'®
La iniciaciéon se puede entender como el conjunto de eventos que da lugar a la
pérdida de la inhibicion del crecimiento celular por contacto con células
contiguas.
La promocion se refiere a la perpetuacion del dafio celular probablemente por la
actuacion de oncogenes o inactivacién de los antioncogenes.
La progresion requiere el escape de la célula tumoral del sistema inmunolégico, lo
que implica una libertad mitética sin limite.

Blofarmacia
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Casiopeina ligly

Por tres decenios se ha hecho un gran esfuerzo por desarrollar medicamentos
anticancerosos a través del diserio tanto de pruebas de seleccién empiricas como
racionales de los compuestos de la actualidad.'”

Existen 44 compuestos aprobados para su uso, de ellos sélo dos, el cisplatino y el
carboplatino son farmacos inorganicos a base de Pt (47), de los cuales ninguno es
de tecnologia mexicana.

La necesidad de importacion de estos farmacos incrementa sus costos
haciéndolos inaccesibles para el tratamiento de los pacientes.

Por lo que adquiere gran prioridad el desarrollo de farmacos con tecnologia
nacional, a finales de los afios 70’s en la Facuitad de Quimica de la UNAM, bajo la
direccion de la Dra. Lena Ruiz Azuara se disefio y sintetizd un nuevo grupo de
compuestos de coordinacion a base de cobre (Il) denominados casiopeinas.'®

Se conoce como casiopeinas a una familia de compuestos de coordinacién de Cu
(I) que en la esfera de coordinacion tienen dos ligantes bidentados, uno de ellos
es una diimina (N,N) y el otro puede ser un aminoacidato (N,O) o donador (O,0).
Se ha demostrado que las casiopeinas inhiben el crecimiento celular in vitro en
las células tumorales humanas Hela y Calo, mostrando una dosis- respuesta
similar a la mitomicina-G y al cisplatino.”® Ademas la LD50 y los estudios
toxicologicos indica que las casiopeinas son menos toxicas. Hasta el momento
més de 100 casiopeinas han sido sintetizadas y caracterizadas.®

12



En la presente tesis se trabajo con la casiopeina ligly que forma parte de la
subfamilia Il con férmula general:

Casiopeina gly
[ Agua (4,7-cimetil-1,10-fenantrolina)(glicina)Cu(ITnitrato)]
CigHi4OsN, . O

-
H3C CH;s

Ci—OH:

0 NO;y

Figura 2. Estructura de casiopeina ligly.

Propiedades Fisicoquimicas

Casiopeina ligly PM 423 5g/mol pKa5.4

Estabilidad

El compuesto es estable al agua a fuerza iénica y a temperatura constante a pH
de aproximadamente durante 7 dias.

Es termodinamicamente estable y no se descompone en el intervalo de pH de
4-10.

La DLsp en ratén por via intraperitoneal es de 8.8 mg/kg/P.C y de 16 mg/kg por via
intravenosa.

Blofarmacia
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En la actualidad los estudios realizados se han llevado a cabo por un grupo
multidisciplinario que participa en este proyecto, se han tenido los siguientes
resultados en lo que respecta casiopeina ligly.

Durante la década de los 80's se comprobé la actividad antitumoral de algunos
compuestos de esta familia en ensayos in vivo e in vitro con lo cual se dio inicié
con las pruebas de cernimiento primario sugeridas por el Cancer Chemotherapy
Nacional Service Center donde se estipula el uso de lineas celulares de tumores
murinos y humanos.'® Encontrando que actua contra tumores como Hela
(carcinoma cérvico-uterino), L210 (leucemia) y células de tipo calo, y S180
(sarcoma), B16 (melanoma) y Lw 1, es potencialmente citotéxico y también
mueren células por apoptosis.

La casiopeina ligly mostré una relacion dosis respuesta positiva, lo que indica que
el donador O-N influye en la actividad mutagénica del compuesto. Lo que sugiere
que los sustituyentes dimetil y difenil influyen directamente en la actividad
recombinagénica siendo el dimetil mas efectivo en la induccién de recombinacion.

La mayoria de los resultados apoyan la hipétesis de que el mecanismo de accién
de las casiopeinas con el ADN es por intercalacion, las cual interactian
preferentemente con adenina, esta intercalacion es de tipo apilamiento, lo cual
llevaria a pensar que estos complejos (si llegan integros al ADN). Los complejos
formados por fenantrolina sustituidas ( - CHa, -CeHs, -H) y aminoécidos tienen un
efecto intercalante mucho mayor que aquellos complejos que tienen bipiridinas
sustituidas (-H, -CHs ) y acstilacetonato o salicialdehido. Lo cual se corroboro con
estudios de electroforesis en gel de agarosa, donde se encontré que las familias |
y Il interactGan en mayor magnitud con el ADN (superenrollado y lineal) que la
familia 111.%2

En los estudios de farmacocinética preclinica de la casiopeina ligly en rata bolo IV
con dosis de 8mg/kg (50% de la DL s en ratén), se obtuvieron los siguientes
parametros:

Blotarmacia
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Tabla3. Parametros Farmacocinéticos de casiopeina ligly.!'®

Parametro Farmacocinético

Resultado
Area bajo la curva (ABC) 1988.09 pg/mLmin
Concentracién plasmética al tiempo cero (Cp) 33.79 pg/mL
Volumen de distribucion (Vd) 0.07L
Depuracién (Cl) 66.84 mL/ h
Tiempo de vida media (t'2) 3.80h
Constante de eliminacién (B) 0.18 h™
Constante de eliminacién (a) 4.08 h"
A 29.04 pg/mL
B 2.75 pgimL
Kio 1.02h"
Ki2 2.52h"
Kz 0.72h"
Tiempo de residencia (TMR) 437h

Figura 3. Perfil farmacocinética de casiopeina ligly

Famacocinética Casiopeina ligly en plasma de ratas.

k
\
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o
8

100 150
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Efectos toxicos de la casiopeina ligly
Sin embargo la casiopeina ligly tiene efectos tdxicos a nivel de la funcion
cardiovascular que sugiere una accién a nivel mitocondrial, por la disminucién de

algunas enzimas mitocondriales como la a-cetoglutarato deshidrogenasa y la
succinato-deshidrogenasa.®

También se han realizado estudios de distribucion  aplicando una dosis de
casiopeina ligly de (5mg/Kg) en ratas observando que el complejo se distribuye
rapidamente en sangre y tejidos. Ademas de que el complejo in vivo e in vitro se
une a proteinas plasmaticas (albumina) entra rapidamente en células rojas y es
transportado a los tejidos. Asi como efectos tdxicos una vez administrada la
casiopeina como son hémolisis, reduccion en la Hb y células inmaduras, atribuido
al dafio oxidativo del eritrocito.?* % 29

Blofarmacia
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Unién a proteinas (1% 3% 31)
La union reversible de los farmacos a las proteinas requiere por lo general que la
conformacion original de la proteina no sea alterada.
La fijacién a proteinas sigue en general la ley de accién o de equilibrio quimico, es
decir existe un equilibrio reversible entre la forma libre y la forma ligada que
constituye una forma de almacenamiento plasmatico.
La ley de accion de masas dice que la velocidad de una reaccién quimica a una
temperatura dada es directamente proporcional a las concentraciones de las
sustancias que reaccionan.
Cuando la union es reversible, la cantidad de un farmaco unido actia como un
depésito del cual se va liberando lentamente el farmaco activo y reemplazando al
que es eliminado.
La unién reversible de farmacos a proteina puede describirse como sigue:
k1

P1+ Fl —* [PF]....1

g

k2

P: Concentracion molar de la proteina libre

F: Concentracion molar del farmaco libre

PF: Concentracién molar del complejo farmaco-proteina.

Ki: Constante de asociacion del complejo farmaco-proteina.
Kz : Constante de disociacion del complejo farmaco-proteina
Cuando se alcanza el equilibrio se tiene que:

Ka =[PFV[P]1[F] .......... (2)
El farmaco reversiblemente unido estara en equilibrio con el farmaco libre. La
cantidad unida dependerda de la afinidad del farmaco por una proteina
determinada. La sangre y los tejidos contendran a ambos, farmaco libre y unido.
Sélo el farmaco libre es el que estd disponible para su distribucion en el
organismo; asi como también para producir un efecto terapéutico o toxico.

Blofarmacia
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Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR)® & 78 9)

En la presente tesis se utiliz6 la técnica de CLAR para cuantificar la casiopeina
ligly en la matriz biolégica (plasma y sangre total).

Los métodos de separacién son una de las herramientas fundamentales en la
quimica analitica y constituyen la base de la separacion preparativa.

La cromatografia es un método fisico de separacién en el que los componentes
se distribuyen entre dos fases: una de ellas es un lecho estacionario(fase
estacionaria) y la otra se mueve por percolacion a través de la fase estacionaria.

El éxito en la aplicacion de la CLAR para un compuesto depende de la
combinacion correcta de las condiciones de operacion es decir; el tipo de columna,
la velocidad de flujo, la composicién de la fase movil, etc.

Los sistemas de cromatografia de liquidos se considera como un conjunto de
partes o médulos y su instalacién generalmente sigue el siguiente diagrama:

Camira de mezclado —i Bomba Inyector

Medidor
de presion ﬁ"
m
na
Recipientes Computadora ————————— Detector

para fase movil

Figura 4. Diagrama de equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

(CLAR).
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Tabla 4. Ventajas y limitaciones de la Cromatografia de liquidos.

Ventajas Limitaciones
Diversidad de Es un equipo costoso
aplicaciones

Velocidad de andlisis | No existe un detector que al mismo tiempo sea

sensible y universal

Poder de resolucién Capacitacién del personal
Alta sensibilidad

Automatizacion

A continuacién se explica cada una de las partes que integran el equipo de
cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Recipientes

Su funcién es contener la fase mévil o disolvente. El reservorio debe ser
quimicamente inerte, ya que la mayoria de los disolventes de la cromatografia de
liquidos son corrosivos por naturaleza.

Bomba

Su propésito es pasar la fase movil del reservorio a la columna de separacion.
Debe cumplir ciertas especificaciones como reproducibilidad y precision,
manteniendo un flujo constante. La bomba debe ser quimicamente inerte ya que
se emplea una gran variedad de disolventes.

Inyector

El objetivo del inyector es introducir la muestra en la columna sin pérdida de
presién para no alterar el flujo constante y no daiiar el empaque de la columna.

Un factor muy importante para obtener una buena resolucién es la adecuada
introduccion de la muestra.

El criterio mas importante para conocer el rendimiento del inyector es la precision

del volumen de inyeccion.

Blotarmacia
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Columna

La columna es la base o alma del sistema debido a que en ella se lleva a cabo la
separacion de los componentes de la muestra en estudio. Consiste en un
segmento de tubo de algin material inerte, de didmetro uniforme y capaz de
resistir presiones altas. El material mas comun es acero inoxidable.

La cromatografia de fase inversa involucra una fase estacionaria relativamente
poco polar , en donde los grupos silanoles del soporte van unidas cadenas de
hidrocarburos de 8 a18 carbones, y se utilizan por lo general con fases méviles
muy polares para separar componentes poco polares.

Detector

El detector funciona como el “ojo” del sistema cromatogréfico, su funcion es
traducir un cambio de la concentracién de la muestra que eluye de la columna, en
una senal eléctrica que se registra por el procesador.

Pueden ser de dos tipos: aquellos que miden alguna propiedad del soluto y la fase
moévil como por ejemplo , indice de refraccion y aquellas que miden alguna
propiedad del soluto Unicamente como absorcién al UV o fluorescencia.

Los principales requerimientos para seleccionar un buen detector depende en gran
medida de la aplicacion, pero lo que se requiere de él es un buen nivel de
deteccion (sensibilidad), bajo nivel de ruido y linealidad de la respuesta.

Registrador de seiial

Nos proporciona una representacion grafica o cromatograma, de la respuesta del
detector. El uso de integradores electronicos evita los errores en la medicioén de
las dreas o de las alturas.

Blotfarmacia
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Validacién del método analitico (% %4 11)
Validacion del método analitico es la confirmacion documental de que los
resultados obtenidos por medio del método son confiables. La validacion se divide
basicamente en dos partes:
» Validacién del sistema
» Validacién del método
Los parametros a considerar en una validacién del método son los siguientes:
Selectividad (especificidad)
Linealidad
Exactitud
Precision
Limite de cuantificacién
Limite de deteccién
Estabilidad de la muestra
Recobro absoluto

YV V V V V V V V V

Tolerancia o robuztez

Selectividad
Es la capacidad de un método analitico para cuantificar exacta y especificamente

el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos que pudieran estar
presentes en la muestra (precursores sintéticos y productos de degradacion).

Linealidad

La linealidad de un método analitico es su capacidad (dentro de un intervalo dado
de concentraciones) para obtener resultados de prueba que sean directamente
proporcionales a la concentracion de analito (cantidad) en la muestra.

g — ;E—'—_
Blofarmacia
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Precision

Es el grado de concordancia de los resultados analiticos obtenidos dentro de una
serie de mediciones efectuadas en una muestra homogénea bajo las mismas
condiciones de operacion.

Se expresa en términos del coeficiente de variacion. La precision es una medida
del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del método analitico bajo las
condiciones normales de operacion.

Repetibilidad

La precision de un método analitico expresa la variacién dentro de un mismo
laboratorio obtenida entre determinaciones independiente realizadas en las
mismas condiciones. Para determinar la repetibilidad se analiza un mismo dia por
quintuplicado tres concentraciones conocidas: alta, media y baja, estas
concentraciones deben ser diferentes a la curva de patrén, pero dentro del
intervalo de trabajo.

Reproducibilidad

Es la precision de un método analitico que expresa la variacién obtenida entre
determinaciones independientes realizadas en un mismo laboratorio, pero con
diferentes condiciones de andlisis, tales como dia, equipo, columna o analistas.

Exactitud

Es la concordancia entre un valor medido experimentalmente y el valor de
referencia.

Recuperacién Absoluta
Es la eficiencia de un método analitico para cuantificar él o los compuestos por
analizar en la muestra biolégica. El porciento de esta razén no es necesariamente

del 100%, pero debe ser reproducible en cada nivel de concentracién dentro del
intervalo.

Biotarmacia
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Limite de deteccién

Es la minima concentracion de un compuesto en una muestra el cual puede ser
detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo las mismas condiciones de
operacion. Este se determina dos veces el nivel de ruido.

Limite de cuantificacién
Es la concentracion mas baja del compuesto que puede ser cuantificarse
cumpliendo con la precision y la exactitud establecidos en el método.

Estabilidad de la muestra
Es la propiedad del compuesto por analizar de conservar sus caracteristicas,
desde el momento del muestreo hasta su analisis.
Se determinan las condiciones de temperatura y tiempo, en la que el compuesto
permanezca estable en la matriz bioldgica, durante su manejo, almacenamiento y
procesamiento.
Estas son las condiciones que se establece:

» Condiciones de almacenamiento

» Ciclos congelacion/descongelacion

> Estabilidad de la muestra procesadaaOh, 12hy 24 h.

Tolerancia o robustez
Es la capacidad del método analitico para obtener resultados precisos y exactos
ante variaciones pequefas pero deliberadas, en sus parametros y condiciones de

trabajo y que proporciona una indicacion de su confiabilidad durante su uso
normal.

] l_——_—
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El desarrolio experimental de la presente tesis se realizé en el laboratorio 112 del
Edificio E de la Facultad de Quimica , UNAM.

3.1 Equipo

Vortex Thermolyne Maxi Mix Il 37600 Mixer
Centrifuga eppendorf 5416
Potenciometro Orion Research analog pH meter/model 301
Sonicador Fisher Scientific FS60
Milli-Q Water System
Bafio Maria Imperial IV water bath LAB.-Line
Balanza analitica Sartorius analytic
Equipo de cromatografia

Bomba Shimadzu LC-10ADye

Inyector SIL-10 ADyp

Detector SPD-10,, UV- Visible

System Controller SCL-10 Avp

3.2 Reactivos.

Hexansulfonato de sodio grado HPLC Lot. P135-27-2
Metanol grado HPLC Tecnolab

Acetonitrilo grado HPLC Tecnolab

Prednisona USP Shering-Plough

Sulfato de zinc (granular) Mallinckrodt AR

Casiopeina ligly Lote 152 MBG100203

Agua grado HPLC (destilada, desionizada y filtrada).
Material biolégico

Plasma de rata cepa Wistar

Sangre de rata cepa Wistar

Bilof
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3.3 Soluciones

¢ Solucién de hexansulfonato de sodio 0.003 M

¢ Solucion de sulfato de zinc al 10 %

¢ Solucién de prednisona 90 pg/mL

¢ Solucién de casiopeina ligly 1 mg/mL

¢ Solucion de casiopeina Il gly 100pg/mL

¢ Solucidn de casiopeina ligly 50pg/mL

¢ Fase mévil (MeOH:Hexansulfonato de sodio (0.003M):ACN ) pH=4
¢ Solucion de acido acético diluido (1:1)

* Metanol:agua (1:1)

3.4 Preparacién de soluciones

3.4.1 Solucién de hexansulfonato de sodio (0.003M)
PM 188.22 g/mol
gramos=(0.250 L)(188.22 g/mol)(0.003 mol/L)=0.1411 g
Pesar 0.1411g de hexansulfonato de sodio, transferir el peso a un matraz

volumétrico de 250 mL, disolver y llevar al aforo con agua desionizada. Filtrar la
solucién .

3.4.2 Solucién de sulfato de zinc al 10%

Pesar 0.5000 gramos de ZnSQO4 disolverlo y llevar al aforo de 5 ml con agua
desionizada.

3.4.3 Solucién de prednisona 90 ug/mL

90ug/mL * 50 mL= 4500 ug= 4.5 mg=0.0045 g de prednisona.
Pesar 0.0045 g de prednisona transferir a un matraz volumétrico de 50 mL,
disolver y llevar al aforo con metanol .

I ———— Blol'__armac ia
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3.4.4 Solucién patrén de casiopeina ligly 1 mg/mL
1mg/mL*SmL= 5 mg=0.0050 g de casiopeina ligly

Pesar 0.0050 g de casiopeina ligly transferir el peso a un matraz volumétrico de 5
mL, disolver y llevar al aforo con metanol :agua (1:1). Cubrir la solucion con papel
aluminio.
3.4.5 Solucién de casiopeina ligly 100 pg/mL y 50 ug/mL.
Solucion de casiopeina ligly 100 pg/mL
A partir de la solucién patrén de casiopeina ligly de 1 mg/mL, se tomé la alicuota
para preparar las soluciones .

Vo= (100pg/mL) (0.5 mL) / 1000pg/mL =0.5mL= 500 pL

Tomar la alicuota de 500 pL a partir de la solucion patron de 1 mg/mL , transferirlo
a un matraz volumétrico de 5 mL, llevar al aforo con metanol:agua (1:1).

Solucién de casiopeina ligly 50 pg/mL

Tomar una alicuota de 250 pL de la solucidn patrén de casiopeina ligly de 1
mg/mL transferir a un matraz volumétrico de 5 mL, llevar al aforo con
metanol:agua (1:1).

Todas las soluciones de casiopeina deben cubrirse con papel aluminio.

3.5 Optimizacién del método para cuantificar casiopeina ligly

En la optimizacién del método las modificaciones que se realizaron fueron
primordialmente en la fase mévil. Se partié del método reportado por Reyes, R. L
referencia 15, cabe mencionar que se llevé a cabo una extraccién sélido-liquido
utilizando cartucho sep-pak vac C-18.1"

En la siguiente tabla se resimen las modificaciones realizadas en la fase movil
para recorrer el tiempo de retencion utilizando el método de extraccion reportado
por Fuentes |. y cols. para casiopeina II1i.!"¥

e+

A
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Tabla 5. Condiciones de trabajo utilizadas para optimizar el método.

FASE MOVIL COMPOSICION PROPORCION (VV) |
Metanol:Agua MeOH:H20 58:42 n
Metanol:Hexansulfonato MeOH: Hexan 58:42 n
de sodio (0.001M)
Metanol:Agua:Acetonitrilo MeOH:H,0:ACN 7252435 »
Metanol:Hexansulfonato MeOH:Hexan 58:42
de sodio (0.01M)
Metanol:Agua:Hexansulfo | MeOH:H20:Hexan:ACN 72.5:14:10:3.5 =
nato de
sodio(0.001M):ACN
Metanol:Hexansulfonato MeOH:Hexan:ACN 72.5:252.5 *»
de sodio(0.005M):ACN
Metanol:Hexansulfonato MeOH:Hexan:ACN 72.5:25:2.5 *
de sodio (0.01M):ACN
Metanol:Hexansulfonato MeOH:Hexan 58:42 n
de sodio (0.005M)
Metanol:Hexansulfonato MeOH:Hexan:ACN 57:42:1 %
de (0.005M):ACN
Metanol:Hexansulfonato MeOH:Hexan:ACN 57:42:1 q
de sodio(0.001M):ACN
Metanol:Hexansulfonato MeOH:Hexan:ACN 57.5:42.0.5n
de sodio (0.003M):ACN
Metanol:Hexansulfonato MeOH:Hexan:ACN 57:42:1 »
de sodio(0.009M):ACN
Metanol:Hexansulfonato MeOH:Hexan:ACN 57:42:1q
de sodio (0.01M) :ACN
Metanol:Hexansulfonato MeOH:Hexan:ACN 57:42:1n
de sodio (0.003M):ACN
. (R

——— femnmocio
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Simbolos

(%) Las fases moviles que tienen este simbolo se les ajusté el pH a 3 con acido
fosférico diluido, solo a la mezcla de metanol: agua o hexansulfonato de sodio, y
posteriormente se le adicioné el acetonitrilo dependiendo del caso.

(n) En estas fase se ajusté el pH a 4 con acido acético diluido, solo a la mezcla de
metanol:agua o hexansulfonato de sodio, y posteriormente se le adicioné el
acetonitrilo dependiendo del caso.

3.6 Preparacion de curva patrén de Casiopeina ligly en solucién y en
plasma

3.6.1La preparacion de la curva patron de casiopeina ligly se realizé de la
siguiente manera:
Tabla 6. Curva patrén de casiopeina ligly en solucién (metanol:agua 1:1).

Tubo Alicuota (uL) Aforo (mL) Conc. (upg/mL)
A 250* 5 50
B 2500 5 25
C 2000 5 10
D 2500 5 5
E 2500 5 25

(*)La alicuota de esta concentracion se tomoé a partir de la solucién patrén de
casiopeina ligly de 1 mg/mLen MeOH:H20 (1:1).

A partir de esta son sucesivas las diluciones para preparar la curva patrén. cubrir
las soluciones con papel aluminio.

Antes de tomar la alicuota correspondiente agitar en vortex la solucién por 30
segundos, llevar al aforo con metanol:agua (1:1).

Blofarmacia
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3.6.2 Curva patrén de casiopeina ligly en plasma
La curva patrén se realizé con el siguiente esquema de diluciones:
Tabla 7. Curva patrén de Casiopeina ligly en plasma

Solucion Alicuota(pl) Aforo (mL) | Conc.(ug/mL) | Conc. Final
(Mg/mL) *
A 105.04 1 105.0 50
B 5254 1 52,5 25
C 21.0» 1 210 10
D 105.0* 1 10.5 5
E 52.5* 1 525 25

(») Estas alicuotas se tomaron a partir de la solucién patrén de casiopeina ligly de
1mg/mL.

(*) Para la preparacién de estas soluciones se tomaron a partir de la solucion de
casiopeina ligly de 100ug/mL. Cada una de las soluciones se llevo a 1 mL con
plasma de rata, posteriormente se agitd por 30 segundos en vortex. Todas las
soluciones se cubrieron con papel aluminio.

(*) Indica la concentracién final una vez aplicado el método de extraccion en
plasma.

3.6.3 Metodologia para cuantificar casiopeina ligly en plasma por CLAR.

La extraccion de casiopeina ligly en plasma se realizd por medio de una
precipitacion de la siguiente manera:

En un tubo de ensayo se colocé 1 mL de muestra a esta se le adicioné 100uL de
ZnSO4 al 10%, posteriormente se agité en vortex por 20 segundos , luego se
agregé 1 mL de metanol en el cual va incluido el estandar interno (Prednisona
conc. de 45 pg/mL ), nuevamente se volvid a agitar por 20 segundos en vortex,
después se centrifugé por 10 minutos a 5000 r.p.m. .Separar el sobrenadante en
una jeringa conectada a un filtro nylon GL 0.45um, el filtrado se recolecta en un
vial y se inyecta un volumen de 50 plL para ser cuantificado por el método de

CLAR. @b
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3.7 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

La validaciéon se divide basicamente en dos partes: validacién del sistema y
validacién del método. Los parametros a considerar en una validacién son:
selectividad, linealidad, exactitud, precision, limite de deteccién, limite de
cuantificacién, estabilidad de la muestra, porciento de recobro y tolerancia del
método analitico. A continuacién se describe como se validé cada uno de los
paréametros, segun la NOM-177-SSA1-1998 y el Manual de Procedimientos
Normalizados de Operacion del Laboratorio de Biofarmacia.

3.7.1 Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se determiné construyendo una curva de calibracién en
el intervalo de concentracién de 2.5 a 50 pg/mL preparadas a partir de una
solucién patron de casiopeina ligly de 1 mg/mL, esta curva se inyecté por
duplicado. Los parametros a evaluar son el coeficiente de correlacion(r),
coeficiente de determinacion (%) ,pendiente (m), ordenada al origen(b) y el C.V.

3.7.2 Linealidad del método
Para la linealidad del método se determiné preparando tres curvas de calibracion
de casiopeina ligly en el intervalo de concentracién de 2.5 a 50 pg/mL, preparadas

de forma independiente. Se evaluaron los mismos parametros que en el caso del
sistema.

3.7.3 Precision
La precision se evalué por medio de dos parametros la repetibilidad y la
reproducibilidad del método .

Para determinar la repetibilidad se evalué en un mismo dia , bajo las mismas
condiciones, ftres concentraciones 3 pg/mL, 15ug/mL y 45 pg/mL, las cuales
estan dentro del intervalo del trabajo, pero diferentes a las concentraciones de la
curva, se realizaron por quintuplicado. Las muestras se procesaron de acuerdo al
método descrito en el apartado 3.6.3.
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Para determinar la reproducibilidad se analiza en dos dias diferentes por
quintuplicado tres concentraciones, las mismas que en el caso de repetibilidad .Se
determiné el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion.

3.7.4 Exactitud
Para determinar la exactitud del método se toman los datos de repetibilidad y
reproducibilidad de las determinaciones de los puntos control de 3pg/mL, 15

po/mL y 45 pg/mL, los cuales deben estar dentro del + 15% del valor nominal de
concentracién.

Conc. nominal - Conc. experimental
Exactitud = *100

Conc. nominal

3.7.5 Recuperacién Absoluta

Se determind analizando en un mismo dia un minimo tres concentraciones
conocidas: 3pg/mL, 15 pg/mL y 45 pg/mL en la matriz biol6gica por quintuplicado
cada concentracién. Se comparé el area del sistema como nuestro 100% a cuanto
equivale la muestra analizada en método de su respectiva concentracion.

El porciento de esta razén no es necesariamente del 100%, pero debe ser
reproducible en cada nivel de concentracion dentro del intervalo.

3.7.6 Limite de deteccién

Se determina dos veces el nivel de ruido. Se documenta el criterio utilizado para
establecerlo.

3.7.7 Limite de cuantificacién

Se analizé la concentracion baja de la curva patron en este caso la de 2.5 pg/mL
de casiopeina ligly, por quintuplicado, y se determind el coeficiente de variacion.
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3.7.8 Estabilidad de la muestra
Se evalud la respuesta a tres niveles de concentracién (baja, media y alta) del
compuesto por analizar en la matriz biolégica en este caso las concentraciones
que se trabajaron fueron 3 pg/mL, 15ug/mL y 45 pg/mL, en muestra preparadas
por duplicado, considerando las siguientes condiciones:

» Condiciones de almacenamiento

» Ciclos congelacién/descongelacion

» Estabilidad de la muestra procesadaaOh, 12hy 24 h.
Los resultados obtenidos deben cumplir los criterios de exactitud y repetibilidad
expresada anteriormente.

3.7.9 Tolerancia o robustez
Es la capacidad del método analitico para obtener resultados precisos y exactos
ante variaciones pequerias pero deliberadas, en sus parametros y condiciones de

trabajo y que proporciona una indicacion de su confiabilidad durante su uso
normal.

Todo lo anterior debe se llevo para casiopeina ligly en plasma.
En el caso del método en sangre solo se realizdé una validacion parcial, debido a
que en este fluido es un estudio preliminar.

3.8 Condiciones cromatograficas
Las condiciones de trabajo fueron las siguientes:
¢ Columna: Symmetry C-18, dimensiones 250 x4.6 mm, tamaiio de particula
de 5 pm.
* Precolumna: precolumna Security Guard Phenomenex guard cartridge
system C18.
+ Fase mévil: Metanol HPLC:Hexansulfonato de sodio (0.003M) ajustado a
pH=4 con acido acético dil.(1:1) :Acetonitrilo HPLC 57:42:1 (v/v).
e Flujo: 0.7 mL/min.
¢ Longitud de onda: 273 nm.
¢ Volumen de inyeccién: 50 pL.

e —————
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3.9 Metodologia de la cinética in vitro de casiopeina ligly *®

Se prepararon muestras sanguineas de rata Wistar con casiopeina ligly a
diferentes concentraciones 12.5 pg/mL, 25 pg/mL y 50 pg/mL, por duplicado,
posteriormente se colocaron en bafio maria los tubos a 37 °C sin agitacion, los
tiempos de muestreo fueron t0, t15, 130, t90, 1150 y t180 min. Una vez
transcurrido el tiempo indicado se retiraron los tubos del bafio. En seguida se
tomaron 200 pL de sangre total para seguir el procedimiento indicado en el
diagrama de flujo No. 6, lo restante del tubo se centrifugé a 5000 r.p.m durante 5

minutos para obtener el plasma y seguir el procedimiento indicado en el apartado
363.

3.9.1 Determinacion del tiempo de equilibrio de la casiopeina ligly en
plasma de rata.

Se realizaron varios preliminares con la concentracion de 12.5ug/mL de
casiopeina ligly para determinar el tiempo en el cual era mas conveniente tomar
las muestras, encontrandose que después de los 90 minutos empieza a
presentarse un equilibrio constante la concentracién de casiopeina ligly en
plasma. Se determind realizar el muestreo hasta las 3 horas para apreciar mejor la
cinética de la casiopeina ligly.

Con los datos obtenidos de area de la casiopeina ligly a lo largo de la cinética de
distribucién del compuesto en sangre total, se interpolaran en su respectiva curva
patrén, para cada punto de la cinética se tendran por duplicado tanto en sangre
como en plasma, para determinar la concentracion . Posteriormente los datos de
sangre total y de plasma se graficaran para ver la distribucion de la casiopeina
ligly en ambos fluidos conc. vs tiempo.
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Figura 5. Diagrama de flujo de metodologia utilizada en plasma.

Preparacion de
soluciones

Extraccién en plasma
de casiopeina ligly

Tomar 1 mL de muestra de plasma
se adiciona 0.1 mL de ZnSQ,al
10%.

lAgilarpurQD‘ en vortex

Adicionar 1 mLde
metanol grado HPLC

Agitar por 20 * en vortex

Filtrar el sobrenadante a traves de
un filtro nylon 0.45pum.

!

Recibir el filtrado en
un vial

l Condiciones Cromatograficas:
FM: MeOH:Hexansulfonato{0.003M):ACN pH=4

57:42:1 %viv
Cuantificar Columna:Symmetry C-18 4.6x250mm S5pm.
por el método %=273 nm Flujo=0.7 miimin

de CLAR Volumen de inyeccién=50uL

Bilortarmacia

35



Figura 6. Diagrama de flujo de metodologia utilizada en sangre total.

Extraccion de casiopeina ligly
en sangre
Total de rata

Tomar 600uL meOH en el cual va incluido st, adicionar
200pL de muestra sanguinea, agregar 50 pL de ZnSO, al 10 %
Se agit6 por 30 “ en vortex.

h
Adicion6 150 pL de fase movil,se agito el mismo tiempo.
Posteriormente se centrifugé a 5000 rpm 5 min.

Filtrar el sobrenadante a través de
un filtro de nylon 0.45 pm

A

Se recibe el filtrado en un vial

Se cuantificoé por CLAR

Conciclones Cromatogrificas:
FM: MeOH:Hexansulfonato{0.003M):ACN pH=4
67:42:1 %viv
Columna:Symmetry C-18 4.6x250mm Spm.
=273 nm Flujo=0.7 mi/min
Volumen de inyecclén=50puL

S AN
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1. RESULTADOS

A continuacién los resultados obtenidos durante la parte experimental de este
trabajo de acuerdo a los lineamientos mencionados en el capitulo lil.

1.1 Optimizacién del método analitico

En la optimizacién del método analitico el criterio empleado para la seleccion de la
fase movil, se basd en aquella que proporcionara mejor tiempo de retencién,
mejor definicion, resolucién de los picos y un tiempo de andlisis corto, con el
propésito de contar con una cuantificacién confiable del farmaco.

Las condiciones de trabajo fueron las siguientes:

e Columna: Symmetry C-18, dimensiones 250 x4.6 mm, tamafio de particula
de 5 p. % Carbono 18.82 - 20.18

e Precolumna: precolumna Security Guard phenomenex guard cartridge
system C18.

¢ Fase movil: Metanol HPLC:Hexansulfonato de sodio (0.003M) ajustado a
pH=4 con &acido acético dil.(1:1) :Acetonitrilo HPLC 57:42:1 (viv).

e Flujo: 0.7 mL/min.

¢ Longitud de onda: 273 nm.

¢ Volumen de inyeccién: 50 pL.

b _ _ _________ ____ _ __ __ __ _ __________ | "_——-—
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4.2 Validacion del sistema
Linealidad del sistema

La validacién del sistema se realizé con dos curvas patron de casiopeina ligly en

un mismo dia en solucion de metanol:agua (1:1), obteniéndose los siguientes

resultado:
Tabla 8. Resultados de linealidad del sistema.
Conc. Curva 1 Curva 2
A casio/ A | A casio/A
(ug/mL) st. st.
25 0.0939 0.1066
5 0.1974 0.1859
10 0.3556 0.3553
25 0.8871 0.8775
50 1.9413 1.9454 | Promedio DE CV%
m 0.0387 0.0387 |0.0386651 | 0.0000120 0.03
b -0.0201 -0.0213 | -0.0207022 | 0.0008869 4.28
r 0.9988 0.9985 0.9987 0.0003 0.0253
r 0.8977 0.9970 0.9973 0.0005 0.0505
Curva patrén de casiopeina ligly en solucién
( metanol/agua (1:1)).
25
¥ 2
3 15
w1 y = 0.0387x - 0.0201
5 05 R? =0.9977
0 - : : : .
0 10 20 30 40 50 60
Conc.(ug/mL)
[—#—Curva 1 A casio/ A st. —B—Curva 2 A casio/A st. —— Lineal (Curva 1 A casio/ A st.)

Figura 7. Gréfica de linealidad de casiopeina ligly en sistema, considerando

como respuesta cromatografica relacion de area.

s
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4.3Validacion del método
4.3.1 Selectividad del método

La selectividad del método de casiopeina ligly se muestra en los siguientes

cromatogramas:
200 Datector A -1 (273nm ) - 200
Valldaclién de m dtode para :nlnllll:dreinlv lMgly en|plasm &
STABRILOI.G0IY o
Retention Tim e -
Name e
o
158 - F150
=
&
- e -
: 100 ins 100 :
E E
50 50
"
o
”
“1
0 T T }“
b
0.0 2.5 5.0 .5 10.

Figura 8. Cromatograma Casiopeina ligly y esténdar interno Prednisona en

solucion.
Detector A -1 (273am )
125 ——— Valldsclén de m dtado para cunntificar € asie ligiy en [pledfm a
PIABRIEEI. NS
R etention THm e
Name
100 100
% 18 2 Las i
: : : s
€ 50 p o L 50 &
o " 5
s eat e . o - o o ®
2% oa - on ;“ g : © o ° e
ore o o J - © : 2 <a
iy T - o - S me
TR z P T o
“'"clq" L] I S ™1 o
0.0 2.8 5.0 1.8 19.0
Minwtes
Figura 9. Cromatograma de blanco de plasma de rata Wistar.
e — E—-—————-—-———
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m abs

mabs

& Datectar A -1 (173am ) T e T,
— tes In vitre do canie ligly on sangre tatal
1siuNTo s .en =
vzs R etention 7 128
Name
100 —f 1080
-
e -1 =
L -
3 E
e - 2 s
b
3
o
25 s 28
=
L
o -0
T -
@
0.0 2.8 5.0 7.8 100

Moinuies

Figura 10. Cromatograma de blanco de sangre total de rata Wistar

Detector A -1 (273nm )
= Proliminarill de cindtica In vitro de caslopeina ligly
300 23IMAY02003 Foa [e00
Retention Time
Name 3
400 - H400
c
o -
-
= c L.
300 5 300 %
o o
= 5 L]
& E
L]
200 200
© © b
~ -]
0 [ -
100 o -100
] -0
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

Minutes

Figura 11. Cromatograma de Casiopeina ligly en plasma de rata Wistar.
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T D atectarA -1 (273am) T
Cindtica im witre de casie llgly #an sangre total
150 4 10JUNIOB2. 128 = -~ 1850
Retention Tim e
Name
100 —f 100
-
F-1
L
. E
50 - ; 50
e
: 2o F
o o~ 2
= , @ L
oy [ D i ]
9 T Ti 1. B
@
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0
Minutes
Figura12. Cromatograma de estandar interno Prednisona 45 pg/mil.
Detector A -1 (273nm )
Validacién delmétodo pars suantifilear Casio ligly
40 21MARZO®3.020 St 40
Retention Tim e
Name -
30 F3o
- F
20 - é -20
o
o -
= n
o m
10 - = —10
o : w @ O o : s
0 © Og (0] o = E
: n a® o = L
‘—l m T = fu g
[} 1 Fo
© 3
F
o0 2.5 5.0 7.5 10.0
Minutes

Figura 13. Cromatograma de anticoagulante utilizado Heparina dil.(1:10).
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4.3.2 Linealidad y repetibilidad del método.

En linealidad del método se realiz6 con tres curvas patron de casiopeina ligly en

plasma en un mismos dia obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 9. Resultados de linealidad y repetibilidad del método.

Conc.(ug/mL) | Curva1l Curva 2 Curva3 Promedio DE CV%
25 0.2563 0.2128 0.2007 0.2233 0.0292 13.1
5 0.3326 0.3028 0.2709 0.3021 0.0309 10.2
10 0.5932 0.6450 0.6057 0.6146 0.0270 4.4
25 1.6016 1.4484 1.4616 1.5039 0.0849 5.6
50 2.7670 2.7798 2.6536 2.7335 0.0695 25
m 0.0541 0.0544 0.0525 0.0537 0.0010 1.9
b 0.1124 0.0719 0.0678 0.0840 0.0247 29.4
r 0.9969 0.9997 0.9986 0.9984 0.0014 0.1
2 0.9938 0.9993 0.9972 0.9968 0.0028 0.3
Curvas patrén de casiopeina ligly en plasma. Linealidad
304
3 25 .
'g =0 J] —e—Curval
< 15 4 —a—Curva 2
10 | —a—Curva 3
2 y = 0.0544x + 0.0719 ——Lineal (Curva 2)
05  =0.9993
0.0 . , .
0 10 30 40 60
Conc. (pg/mi)

Figura 14. Gréfica de linealidad de casiopeina ligly en plasma de rata .

(2=
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4.3.3 Precision del método

¢ Repetibilidad del método
Para la repetibilidad del método se utilizaron tres concentraciones o puntos control
de 3pg/mL, 15pg/mL y 45ug/mL de casiopeina ligiy cada una por quintuplicado.

Tabla 10. Repetibilidad del método analitico .

Concentracion Conc. (pg/mL) Conc.(ug/mL) Conc.(pg/mL)

nominal 3 15 45
Replica 1 3.62 12.06 43.01
Replica 2 3.91 13.71 41.04
Replica 3 3.87 14.81 41.50
Replica 4 3.89 13.79 40.58
Replica 5 3.69 13.54 40.21
Promedio 3.80 13.58 41.27
DE 0.13 0.98 1.09

CV% 3.5 7.2 26

¢ Reproducibilidad del método
En la reproducibilidad del método
mencionados por quintuplicado en dos dias diferentes.

se trabajaron los puntos

Tabla 11. Reproducibilidad del método en dias diferentes.

control antes

Con. BExp. | Con. BExp.
(p/mb) | (ug/mL)
Dia 1 Dia 2
3.62 4.96
Conc. Nominal
3.91 4.99 (pg/mL)
3.87 4.44 3
3.89 4.37 Promedio DE CV%
3.69 4.36 4.21 0.49 1.7

s
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Tabla 11. Reproducibilidad del método en dias diferentes.

Con. Exp. Con. Exp.
(ng/mL) (ng/mlL)
Dia 1 Dia 2
12.06 13.11
Conc. Nominal
13.71 14.56 (ug/mL)
15
14.81 14.26
13.79 13.26 Promedio DE CV%
13.54 15.05 13.81 0.89 6.5
Conc. Nominal
43.01 43.15 (pg/mL)
41.04 42.8 45
41.5 42 47 Promedio DE CV%
40.58 49.39 4414 5.28 12
40.21 57.24

4.3.4 Exactitud del método

Se tomaron los valores de precision para determinar si el método es exacto,

empleando la férmula que se encuentra en el apartado 3.7.4.
Tabla 12. Exactitud del método analitico.

Conc. Concentracion Experimental
pg/mi Interpolacion Exactitud
Nominal pa/ml de A/ Asi
3 23 233
3 26 133
3 25 16.7
3 25 16.7
3 23 233
15 12.1 19.6
15 13.7 8.6
15 148 1.3
15 13.8 8.1
15 135 9.8
45 43.0 4.4
45 41.0 8.8
45 41.5 7.8
45 40.6 9.8
45 40.2 10.6

e __ ___ __ ___ __ ___ ___ _ ______ _ _______ ______ __ ______ .|
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4.3.5 Porciento de Recobro
Tabla 13. Porcentaje de recobro de casiopeina ligly en plasma de rata.

Al A
Conc.(ug/mL)| A/ASI Casiopeina ligly Si Casiopeina _ligly
Nominal 3 15 45 3 | 15 | 45
Muestras Muestras en
en sistema plasma
Replica 1 0.24 1.15 2.91 0.22 0.84 2.51
Replica 2 0.23 0.91 2.85 0.24 0.96 2.35
Replica 3 0.24 1.05 2.72 0.24 1.04 1.63
Replica 4 0.17 1.16 3.04 0.24 0.97 1.73
Replica 5 0.22 1.16 2.57 0.22 0.95 1.78
Promedio 0.22 1.09 2.82 0.23 0.95 2.00
% Recobro 104.4 87.5 71.0
Promedio
%Recobro 87.6
4.3.6 Limite de cuantificacion

Se preparé por quintuplicado el punto de 2.5 pg/mL de casiopeina ligly en plasma
a partir de un pull de plasma de rata, obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 14. Resultados de limite de cuantificacion.

Conc. Conc.
(ug/mL) Experimental
Nominal (pg/mL)

25 2.7
25 2.9
25 24
25 3.0
2.5 3.1
Promedio 2.8
DE 0.28
CV% 9.9

4.3.7 Limite de deteccion

El nivel de ruido fue 1.1 mab esto se multiplic6 por dos y de esa forma se
determind el limite de deteccién 2.2 mab lo que corresponde a una concentracion

de 0.46pg/mL.
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4.3.8 Estabilidad de la muestra.
Resultados de estabilidad de la muestra analitica se realizé por duplicado cada
uno de los puntos control obteniéndo los siguientes resultados:

Tabla 15. Estabilidad de la muestra analitica a t0 .

Conc. Interpolacion | Exactitud
pg/mlL pg/mL.
3 27 10.0
3 2.8 7.7
15 11.3 247
15 12.8 14.7
45 42.8 49
45 39.9 11.3
Conc. Interpolacion
(ug/mL) pa/mL AJAsi Precisién
Replicat Replica2 Promedio DE CV%
3 2.7 2.8 2.7 0.050 1.8
15 11.3 12.8 12.0 1.1 8.8
45 428 39.9 41.4 20 4.9
» Estabilidad de la muestra procesada a las 12 horas.
Tabla 16. Estabilidad de la muestra al tiempo de 12 horas.
Conc. AJAsi Interpolacién Exactitud
pg/mL pg/mL
3 0.28 3.59 196
3 0.24 3.01 0.33
15 0.86 11.61 226
15 0.94 12.73 15.2
45 3.1 4265 5.2
45 3.10 42.54 5.5
Conc. Interpolacién
(pg/mL) pg/mL AlAsi Precisién
Replical Replica2 Promedio DE CV %
3 3.59 3.01 3.30 0.41 12.6
15 11.61 12.73 12.17 0.79 6.5
45 4265 42.54 4260 0.08 0.2

Biol
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o Estabilidad de la muestra a las 24 horas de procesada.
Tabla 17. Estabilidad de la muestra al t 24 horas.

Conc.(pg/mL) AJASsI Interpolacién Exactitud
Nominal pg/mi
3 0.26 3.30 9.9
3 0.29 3.65 215
15 0.95 12.76 14.9
15 1.03 13.90 7.4
45 3.28 45.03 0.1
45 3.25 44.51 1.1
Conc. Interpolacion
(ug/mL) pg/mL A/Asi Precision
Replical Replica2 Promedio DE CV %
3 3.30 3.65 3.47 0.25 74
15 12.76 13.90 13.33 0.80 6.0
45 45.03 44.51 4477 0.37 0.8

o Estabilidad de la muestra sin procesar: dos ciclos de
congelacién/descongelacion.

En este caso se prepar6 cada punto control por duplicado, obteniéndose los

siguientes resultados:

Tabla 18. Estabiidad de la muestra sin procesar ciclos

congelacién/descongelacion.
Conc. Interpolacién | Exactitud
pg/mL pg/mL
3 3.2 5.5
3 3.0 0.0
15 1.3 246
15 10.2 322
45 373 17.2
45 35.1 22.0
Conc. Interpolacién
(ug/mL) pg/mL A/Asi Precision
Nominal Replical Replica2 | Promedio DE CV %
3 3.2 3.0 3.1 0.1 3.6
15 11.3 10.2 10.7 0.8 7.5
45 37.3 35.1 36.2 1.5 42

s ]
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4.3.8 Tolerancia del método
Para la tolerancia del método se realizd cambio de columna en las mismas
condiciones en las que se trabajaron los puntos control, las columnas probadas
fueron :

e Hypersil Hypurity ™ Elite C-18 , 5u 250 x 4.6 mm. % Carbono 12.4 -13.5

¢ Agilent Zorbax SB C-18 5 p,250 x 4.6 mm.

¢ Phenomenex Luna 5 p C-18, 250x 4.6 mm. % Carbono 17.8 £0.70
Se realizaron modificaciones a la fase mdvil:

¢ No se ajusto el pH de la fase movil, el pH final de la fase movil fue de 5.4.

(e
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4.4 Datos en sangre estudio preliminar de validacion

Se determiné el porciento de recobro de las muestras en sangre comparandolas
con el sistema, realizando la metodologia que se encuentra en el diagrama de flujo
5, en las mismas condiciones cromatograficas mencionadas anteriormente.

Tabla 19. Porciento de recobro de muestras en sangre.

Area de
casiopeina
ligly Método en
Conc.(ug/ml) Sistema sangre % Recobro |Promedio
25 816047 351048 43.0
5 1052532 963145 91.5
10 2497309 1543405 61.8 70.2
25 6945809 5080574 731
50 16012289 13032131 814
m 266535.7
b -736850.2
r 0.9938
r 0.9877

Curva de casiopeina ligly en solucién y en sangre total

2.E+07
2 1.E+07
-
o
5 8.E+06 -
8 —e—Sistema
< 3.E+06 —8—sangre
. : : . . —— Lineal (Sistema)
-2.E+06 © 16 26 36 46 56 — Lineal (sangre)

Conc.(pg/mL)

Figura 15. Gréfica de curva patron de casiopeina ligly en sangre total.




4.5 Resultados de cinética in vitro de casiopeina ligly en sangre total.
Se trabajoé con tres concentraciones diferentes 12.5 ug/mL, 25 pg/mL y 50 pg/mL
de casiopeina ligly por duplicado en sangre total en las condiciones mencionadas
en el apartado 3.9, obteniéndose los siguientes resultados.

Tabla 20. Resultados de cinética in vitro de casiopeina ligly concentracién de 12.5

pa/mL.
CASIOPEINA ligly CONCENTRACION 12.5 pg/mL
Conc.(ug/mL) Conc.(ug/mL)
Tiempo Promedio Promedio
(min) PLASMA SANGRE
0 8.7 12.5
15 7.5 17.1
30 9.4 16.9
90 8.9 5.8
150 10.1 13.6
180 10.9 14.2
2“ Cinética in vitro de casiopeina ligly
28 .] Sangre/plasma conc.12.5 pg/mi
24
22 4
E 18-
S 164! T,
3 14 2 o, e —
S qp]e N ¥
c : .
8 19 . L I
L g > P - —e— Sangre
:'. | o —e— Plasma
23

— T

] = I < || ] ¥ ] LEaR |
40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo (min)

Figura 16. Gréfico de cinética in vitro de casiopeina ligly concentracion de




Tabla 21. Resultados de cinética in vifro de casiopeina ligly en sangre total
concentracién de 25 pg/mL.

CASIOPEINA ligly CONC. 25 pg/mL
Conc.(ug/mL) Conc.(ug/mL)
Tiempo Promedio Promedio
(min) PLASMA SANGRE
0 19.6 136
15 22.0 10.2
30 114 9.7
20 14.3 20.0
150 14.8 276
180 15.3 23.8
:; Grafica de cinética in vitro de casiopeina ligly
30 Sangre /plasma Conc. 25 ug/ml. —
28 -
= 2 T N
= 24 | =2 L ]
“‘E 22 e { /,f”/
3 B ) N |
y 18 \ A~ s
§ 16 \“ O | o _:
§ wlg T} L —=— 2
12 —\ ?’7!__ —®— Sangre
1: |-——? ) —&— Plasma
6 1 L
4 b L) v 1 L L] . L) . ] - L) L L] . L x L) » L]
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo

Figura 17.Gréfico de cinética in vitro de casiopeina ligly concentracién de
25pg/mL.
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Tabla 22. Resultados de cinética in vitro de casiopeina ligly en sangre total

concentracién de 50 pg/mL.

CASIOPEINA _ligly CONC. 50 pg/mL
Conc.(ug/mL) Conc.(ug/mL)
Tiempo Promedio Promedio
(min) PLASMA SANGRE
0 45.2 232
15 289 26.5
30 235 314
90 18.0 50.6
150 16.0 346
180 16.3 Dato pérdido

Grafica de cinética in vitro de casiopeina ligly
Sangre/plasma Conc. de 50 pg/ml

55 ]
50 - A
= as5de e
£ 4 e ™~
=~ -
o 40
= s
vz 35 - \
) 4 \ 2
e \ -
o 30 - >
0 - ped —e— Sangre
25 — -~
1+ S +—Plasma
20 - TR
b T —— L. J—
15 < T ——— %
T L] L) L] " L] - Ll L T - = L L 1
0 20 40 60 80 100 120 180 200

Tiempo (min)

Figura 18. Grafico de cinética in vitro de casiopeina ligly concentracion de 50

pg/mL.
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5.0 ANALISIS DE RESULTADOS

El andlisis de datos se realizé tomando en cuenta la relacién de area (casiopeina
ligly/prednisona) como respuesta cromatogréfica.

5.1 Anilisis de resultados de la validacion del sistema.

Los resultados de la tabla 8. muestran los datos de linealidad del sistema, el
intervalo de trabajo fue de 2.5 yg/mL a 50 pg/mL, obteniéndose una ecuacién de
la recta de y= 0.0386X-0.0207 con una r=0.9987 y r’=0.9973, por lo tanto se
demuestra que la concentracion del analito es directamente proporcional a la
respuesta obtenida.

5.2 Andlisis de resultados de validacién del método.

La selectividad del método podemos observar en el blanco de plasma y el blanco
de sangre total no hay interferencias por parte de la matriz biol6gica, también
podemos ver un blanco del anticoagulante utilizado (heparina dil. (1:10), los picos
no interfieren con el compuesto de intéres. En la figura 10,11 podemos observar el
pico de la casiopeina ligly en tr 4.7 a 4.9 y el estandar utilizado (prednisona) con
un tiempo de retencion de 9.6 a 9.9.

El limite de cuantificacién se determiné preparando el punto mas bajo de la curva
por quintuplicado , obteniéndose un coeficiente de variaciéon de 9.87 %. En cuanto
al limite de deteccion se obtuvo el nivel de ruido de un cromatograma de blanco de
plasma, posteriormente se relacion6 con la altura de la concentracion méas baja de
la curva, obteniéndose un LOD 0.46 pg/mL.

Para determinar la linealidad y repetibilidad del método se procesaron tres curvas
patron de casiopeina ligly en un mismo dia, las mismas concentraciones del
sistema, observando que las tres curvas cumplen con el criterio de linealidad con
un r>0.9984 y un r*>0.9968, la ecuacion de la recta es y= 0.0537X+ 0.0840.

El coeficiente de variacion entre las curvas va de 2.5 a 13.1 % , lo que indica que
el método cumple con los criterios de aceptacion que marca la norma.




La precision del método se determind por medio de la repetibilidad y
reproducibilidad, preparando puntos control de las siguientes concentraciones 3
ug/mL, 15 pg/mL y 45 pg/ml por quintuplicado para la repetibilidad, obteniendo
coeficientes de variacion de 2.6 a 7.2 % . Para reproducibilidad del método se
determiné trabajar los puntos control por quintuplicado en diferentes dias, en la
tabla 11 se encuentran los datos , el coeficiente de variacibnvade2.4a139%.

En la tabla 12 se localizan los resultados de exactitud del método, se utilizaron los

puntos control antes mencionados, los datos estan dentro de 115 % del valor
nominal de la concentracion a excepto los punto control de 3ug/mL y un punto
control de 15 pg/mL .

El porciento de recobro de casiopeina ligly en plasma fue de 876 % y en
sangre total fue de 70.2%, encontrando que existe un mejor recobro en plasma
que en sangre, en este Ultimo fluido se deben tener mayor cuidado al tomar las
alicuotas, mayor tiempo de agitacién para incorporar bien el compuesto, debido a
que esta matriz bioldgica es mas viscoso.

La estabilidad de la muestra procesada se inyectd inmediatamente (t0) los puntos
control cumplen con el coeficiente de variacion es menor del 15 % en el caso de
precision.

La estabilidad de las muestras a las 12 horas solo los puntos de 45 y uno de 3
pg/mL su CV es menor al 15 %, todos los demés punto control estan arriba de
este valor para exactitud. En el andlisis para determinar si son precisos todos
cumplen conun CV quevade0.2a12.6 %.

Biofarmacia
56



En la tabla 17. se pueden observar los datos de estabilidad a las 24 horas, solo
un punto control de 3 pg/mL no cumple con el criterio de exactitud, todos los
demas puntos estan por abajo del 15% de la concentracion nominal. En el caso de
precision el coeficiente de variacion oscila entre 0.8 a 7.1% .. Por lo tanto
consideré que las muestras son estables las primeras veinticuatro horas, en los
casos donde se obtuvo un coeficiente de variacién mayor a quince, tal vez el error
ocurrié al procesar la muestra.

Se determinaron dos ciclos congelacion-descongelacion de la muestra una vez
transcurrido los ciclos se procedié a procesar la muestra, encontrando que los
puntos control de 3 ug/mL son exacto y precisos, en cuanto a los demas puntos
no cumplen con los criterios de exactitud y precision. Cabe mencionar que se
observa una disminucién en la concentracion de casiopeina, consideré que no es
recomendable sacar y meter del congelador las muestras, probablemente hay
degradacion del compuesto y por lo tanto los datos no serian confiables.

El método es poco tolerante a los cambios que se realizaron de columna debido a
que el compuesto de intéres no se detecté utilizando la columna Zorbax y la
columna Phenomenex , en el caso de la Hypersil hypurity el pico de casiopeina
ligly se deformé. En el caso donde no se ajusto el pH a la fase mévil no fue
posible detectar el pico de casiopeina ligly solo el estandar interno. Aunque las
columnas utilizadas son similares a la Symmetry C-18, el porciento de carbono en
esta dltima es mayor, que las utilizadas para la tolerancia del método.
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5.3 Anilisis de resultados de cinética in vitro de casiopeina ligly en sangre
total.

Las concentraciones se trabajaron por duplicado, se interpolaron los datos de
drea en una curva patrén para determinar la concentracion de casiopeina ligly,
con los valores obtenidos de concentracion se promediaron. Posteriormente se
graficd el tiempo contra el promedio de la concentracion de casiopeina
cuantificada.

Observando las tres cinéticas de distribucion de casiopeina ligly que se llevaron a
cabo podemos decir que su comportamiento es diferente en cada una de las
concentraciones analizadas.

La concentracién de 12.5 pg/mL es la conc. mas baja que se trabajé encontrando
que las concentraciones del compuesto en sangre son mayores en comparacion
con las de plasma, excepto en el punto de 90 minutos en sangre donde es mas
bajo, probablemente en este punto hubo un problema de toma de muestra o al
procesarla.

Los primeros tiempos en sangre encontramos una mayor variabilidad de los datos
en comparacién con el plasma, en este ultimo a partir del tiempo 30 min.
permanecen sin mucha variacion las concentraciones del compuesto.

Respecto a la concentracion de 25 pg/mL es donde observamos mayor
variabilidad en los datos de sangre como en plasma. Siendo en plasma maés altas
las tres primeras concentraciones, posterior a este punto permanece casi
constante. En cambio en sangre ocurre al inverso las primeras concentraciones
son mas bajas, y posteriormente va aumentando.
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La concentracion de 50 ug/mL es donde podemos observar menor variabilidad
entre los datos, los dos primeros puntos son mayores en plasma que en sangre ,
posteriormente va decreciendo la concentracién en plasma hasta permanecer
constante en los Ultimos tres puntos y en sangre lo contrario hasta llegar a un
maximo en 90 min. para después volver a disminuir. Es importante hacer notar
que la gréfica que se obtuvo en la concentracién de 50 ug/mL de la cinética in vitro
en plasma es muy semejante al perfil farmacocinético in vivo.

Como podemos ver el comportamiento de la cinética de distribucién es muy
diferente en cada una de las concentraciones trabajadas. Otro punto importante es
entre mayor es la concentracion de casiopeina ligly mayor grado de hemolisis se
observaba en las muestras que se trabajaron.

Podemos ver que la distribuciéon del compuesto en la cinética in vitro en relacién
de conc. en plasma / conc. en sangre de casiopeina ligly va de 0.36 a 2.15. En
donde estamos encontrando el cociente mas bajo es en la concentracion de
50pg/mL y es de esperarse ya que las concentraciones en sangre son mayores
que en plasma.

“STA TESIS NO SALE
OE LA BIBLIOTECA
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5.4 CONCLUSIONES

Fue posible optimizar el método analitico para cuantificar casiopeina ligly en
plasma con respecto al método reportado en la referncia 15, cual utilizan una
extraccion sélido-liquido. El método montado es mas sencillo y econémico, fue
lineal en el intervalo de 2.5 pg/mL a 50 pg/mL, es selectivo, preciso y exacto, con
un recobro de 87.6 % y limite de deteccion de 0.46 pg/mL. El tiempo de retencion
del compuesto de intéres fue de 4.8 y estandar interno prednisona de 9.6-9.9
minutos.

Se demostré que el método en la aplicacién es util en plasma y en sangre, capaz
de detectar y cuantificar las concentraciones en una cinética in vifro en sangre
total, como se menciond anteriormente el comportamiento a diferentes
concentraciones de casiopeina llgly es diferente en cada caso. Observando que
en todos los casos a partir del tiempo de 30 minutos en plasma empieza haber un
equilibrio, en sangre es donde se registran las concentraciones mas altas después
de los 30 minutos.

La importancia de llevar a cabo la cinética de distribucion in vitro de la casiopeina
ligly radica en que es un compuesto nuevo del cual se requiere conocer sus
propiedades biofarmacéuticas, una de ellas es saber su distribucion vy
comportamiento tanto en plasma como en sangre total, en algunos articulos se
sugiere que hay un efecto de almacenaje en los eritrocitos, ademas se sabe que
la casiopeina ligly tiene alto grado de unién a proteinas (albimina).®* 229
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