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Resumen.

Las Casiopeinas®, compuestos con potencial antineoplésico, se sintetizaron por la Dra
Lena Ruiz Azuara y su grupo en la Facultad de Quimica, UNAM. Algunos de ellas han
demostrado tener actividad citotoxica y citostatica, tanto in vivo como in vitro, por lo que se
decidié continuar su estudio con la fase preclinica de acuerdo a lo recomendado por el
National Cancer Institute (NCI) para el desarrollo y seleccion de posibles farmacos
anticancerosos.

Uno de estos compuestos es la Casiopeina Illia que ha sido evaluada in vitro en lineas
tumorales humanas (cérvico uterino, CalLo, CaSki, C33, SiHa y HeLa) mostrando actividad
antineoplasica. Este compuesto se encuentra en estos momentos en la fase preclinica de
desarrollo, en este trabajo se llevd a cabo la validacion de la metodologia analitica en
plasma, orina y sangre para iniciar los estudios de unién a proteinas plasmaticas y de
farmacocinética en ratas y perros. A la fecha, se conocen algunos pardmetros
biofarmacéuticos y farmacocinéticos: Es soluble en agua, metanol y soluciones fisiolégicas
a pH 7.4, su unioén a proteinas plasmaticas es de 48.3+7.6% - 57.7£9.6% en plasma de rata
y en humano de 76.3+0.17% — 89.1£1.9%. Su cociente de distribucién (Csangre/Cplasma)
es mayor a 1. Los parametros farmacocinéticos determinados en el estudio con muestreo de
sangre total de rata Wistar son: una vida media de 12.46 h, un volumen de distribucién de
0.118 L y una depuracion de 0.115 mL/min con una dosis bolo intravenosa de 9 mg/kg. En
estudios con muestreo de orina de rata Wistar mostraron un porcentaje de 29.54%
excretado de farmaco total en orina. Por otro lado, los estudios preliminares de
farmacocinética en perros beagle, con dosis de 3 y 9 mg/kg, por infusién intravenosa,

dieron pauta para encontrar la dosis y el intervalo de tiempo de muestreo més adecuados

14



para llevar a cabo el estudio formal y asi obtener el modelo y los pardmetros

farmacocinéticos que ayuden a extrapolar el régimen terapéutico en humanos.
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Abstract

Casiopeinas®, compounds with antineoplastic activity have been synthesized by Lena Ruiz
Ramirez and coworkers (Faculty of Chemistry, UNAM). Some of these compounds have
demonstrated in vitro and in vivo cytotoxic and cytostatic activity, and were taken into the
preclinical phase according to the guidelines of the National Cancer Institute (NCI) to
develop a new antineoplastic drug.

One of these Casiopeina drugs, Casiopeina III-ia was found effective in vitro test against
several human tumoral lines (cervical- uterine, , CaLo, CaSki, C33, SiHa y HeLa) and have
shown in vivo antineoplastic activity, following recommended protocols by the Cancer
Chemotherapy National Service Center (National Cancer Institute of United States of
America). The drug is under preclinical phase investigation, in the present work, the
analytical validation methodology in plasma, urine and total blood was investigated in
order to start studies in plasmatic protein binding, rat and dog pharmacokinetics. Some
biopharmaceutics parameters and preclinical pharmacokinetics were studied: solubility in
water, methanol, and physiologic solutions at pH 7.4, plasmatic protein binding in rat
(48.3£7.6%— 57.7£9.6%) and human (76.3£0.17% — 89.1+£1.9%) and partitioning relation
Cblood/Cplasma (greater than 1). Pharmacokinetics parameter in rat’s total blood gave a
half life of 12.46 h, a distribution volume of 0.118 L and a clearance of 0.115 mL/min for
an intravenous bolus of 9 mg/kg. For urine rat the data observed was the excreted
percentage of 29.54% of the dose. Phanhacokinetic parameters in beagle dogs, with an
infusion bolus of 3 and 9 mg/kg will help us to carry the formal study with dose and dose
interval suitable to obtain the model and pharmacokinetics parameters to help us to

extrapolate the therapeutic regimen to humans.
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INTRODUCCION Y GENERALIDADES

I. Introduccion

El cancer o neoplasia maligna constituye un grupo de enfermedades relacionadas que se
caracterizan por una multiplicacién desordenada de células anormales y poco diferenciadas
que no responden correctamente a las sefiales de control de las células nomales del
organismo. Este crecimtento in\controlado sin restricciones tales como la diferenciacion,
limitacién de! organo, etc, permite que las células invadan tejidos adyacentes vy,
frecuentemente, sean capaces de inducir metastasis, lo cual provoca en la mayoria de los
casos la muerte del paciente.

El céncer es la tercera causa de muerte en México después de las enfermedades de)
corazdn; es responsable del 10 por ciento de las defunciones por patologias. Entre 1985 y
1994 se registraron 405 mil 841 muertes con cdncer. Un andlisis de las tendencias de este
mal crénico degenerativo, con frecuencia incurable, reporta que la mayor incidencia se da
en mujeres. Las neoplasias méds comunes en México son cancer cérvico uterino y de
glandulas mamarias.

Dentro de los tratamientos que se utilizan para combatir el cancer se encuentran la cirugia,
la radioterapia ¢ la quimioterapia. Esta ultima es efectiva sélo en algunos casos, ya que se
ha encontrado que muchos de los tumores son o se vuelven refractarios a los fammacos ya
ekistemes, o bien, éstos son muy tdxicos al organismo, sin embargo, al ser un tratamjento
sistémico permite distintos tratamientos generalizados a todo el cuerpo. Todo ello, hace
indispensable la busqueda de farmacos que actien de manera selectiva sobre las células
cancerosas y que, ademas, tengan un espectro de actividad mas amplio. En Meéxico, se
justifica aun mas esta busqueda debido a que la mayoria de los farmacos antineoplasicos
son de origen extranjero, por lo que sus precios son elevados y, por lo tanto, son poco

accesibles a Ja mayoria de la poblacién; ademas, son muy pocos los farmacos introducidos
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INTRODUCCION Y GENERALIDADES

para combatir tumores solidos. En el caso del cancer cérvico-uterino, en sus estadios
clinicos muy avanzados, no existe una terapia simple con farmacos que ataque el
crecimiento del tumor totalmente (efectividad en su respuesta sélo de un 38%). Cuando se
utiliza terapia combinada se llega a tener un 77% de respuesta utilizando cuatro farmacos
(mitomicina, vincristina, bleomicina y cisplatino), lo cual implica mucho mayor toxicidad y
menor calidad de vida del paciente. Debido a la alta toxicidad de los compuestos
anticancerigenos empleados actualmente y a que se han presentado casos de resistencia
cruzada al cisplatino, hay una busqueda continua a nivel mundial de nuevos compuestos
con potencial anticancerigeno que no presenten dichos problemas.

En la Facultad de Quimica de la UNAM, la Dra Lena Ruiz Azuara disefié una familia de
farmacos con potencial antineopldsico a los que se les ha denominado Casiopeinas® y bajo
su direccion han sintetizado alrededor de 200 de estos compuestos (1 - 4). Algunos de ellos
han demostrado tener actividad anticancerigena, tanto ir vivo como in vitro, por lo que se
decidié continuar con la fase preclinica de acuerdo a lo recomendado por el National
Cancer Institute (NCI) para el desarrollo v seleccion de posibles farmacos anticancerigenos.
A partir de 1991 se empezd a estudiar in virro la actividad mutagénica, citostatica y
citotoxica de los compuestos de Casiopeinas, en especial aquellas de las familias ], I y 111
(5,6). En 1995, se reportan las primeras estructuras cristalinas de estos compuestos con
propiedades antineoplasicas (7-10). En 1997 se report6 una evaluacién de la reactividad del
peroxinitrito con casiopeinas, encontrandose que los complejos de cobre (If), con por lo
menos un sitio de coordinacion ocupado por agua y con ligandos de fenantrolina y
aminoacidos, crean la posibilidad de muchas combinaciones y permiten ia actividad 4cida

de Lewis del centro metélico y, por consiguiente, reaccionan muy rapido en reacciones de
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sustitucion de ligante (con una tasa de velocidad limitada por difusion). Las nitraciones de
residuos aromaticos en proteinas, particularmente la que ocurre con tirosina en sistemas
biolégicos, se considera un ejemplo de la formacién de peroxinitrito in vivo, donde existe
una abstraccidon de H seguida por una union covalente entre el radical tirosil y sNO2. La
nitraciéon por el radical libre eNO,, generada por el peroxinitrito, tiene gran importancia
debido a que pueden causar muchas alteraciones en la estructura y funcién de las proteinas.
Estas nitraciones son catalizadas por un gran niimero de acidos de Lewis, incluyendo CO,,
Fe(EDTA), CwZn superéxido dismutasa y cobre (I}, incluyendo también los complejos
de este metal con casiopeinas (12). En 1998 se reporté que la casiopeina ligly hidroliza
enlaces fosfodiéster en plasmidos de DNA en presencia de agentes reductores (acido
ascérbico y B-mercaptoetanol) (13). En 2000 (13) se reporté que este compuesto mostraba
induccién de apoptésis en células CHI (carcinoma de ovario humano) y en células L1210
(leucemia murino). Uno de los compuestos sintetizados es la Casiopeina Illia que ha sido
evaluada in vitro en lineas tumorales humanas (de cdncer cérvico uterino y mamarios) y ha
mostrado tener actividad antineoplasica in vivo en los ensayos exigidos dentro del panel de
cernimiento sugeridos por el Cancer Chemotherapy National Service Center del National
Cancer Institute de los Estados Unidos de América. También, se ha observado su actividad
anticancerigena en casos de leucemia viral felina (LVF) y, actualmente, se esta evaluando
su efectividad en carcinoma mamario canino y de rata. Se ha reportado la determinacion de
su estructura y su reactividad con metionina (16). Se encuentra en estos momentos la
Casiopeina Ill-ia en la fase preclinica dentro de la cual estan comprendidos los siguientes

objetivos:
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a) Determinacién de parametros fisicoquimicos como solubilidad y estabilidad del
compuesto en soluciones fisioldgicas, para ampliar el conocimiento biofarmacéutico de
un NUEVO compuesto.

b) Desarrollo y validacién de la metodologia analitica para cuantificacién de casiopeina
[[11 en fluido bioldgico (plasma, sangre vy orina).

¢) Determinacion de su unién a proteinas plasmaticas en plasma de rata y humano.

d) Determunacién de la cinética de distribucion in vitro en sangre de rata,

e) Determinacion de la farmacocinética preclinica en rata para obtener los pardmetros
farmacocinéticos.

f) Estudio preliminar de la farmacocinética preclinica en perros beagle.

IL.Generalidades

2.1. CANCER.

El cancer es un grupo de enfermedades que comparten ciertas caracteristicas biologicas,
como la tendencia de invadir y destruir los tejidos adyacentes, su resistencia al tratamiento
y la capacidad de emitir metéstasis lo que suele causar la muerte del paciente en la mayoria
de los casos. Desde el punto de vista puramente celular, el cancer es un trastorno genético
en el sentido de que las células originalmente alteradas dan origen a células hijas que
poseen y continuan transmitiendo las alteraciones en sus genes.

En cualquier parte del cuerpo pueden originarse grupos de células que proliferen de forma
anormal. De ellos, los que no pueden invadir los tejidos vecinos y permanecen

estrictamente localizados reciben ¢l nombre de tumores benignos, los que se diseminan
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desde el lugar de origen y pueden alcanzar el torrente sanguineo y el sistema linfatico
(metastasis) reciben el nombre de tumores malignos o cancer (17,18).

Las formaciones cancerosas poseen la propiedad de invadir los tejidos normales, a los que
pueden destruir o reemplazar con su andrquico desarrollo. En su carrera desenfrenada
pueden afectar a los nervios, produciendo dolor; a los vasos sanguineos, que rompen
produciendo hemorragias, y a otras estructuras como los tejidos pulmonares, arterias,
riflones y vejiga. La acumulacion de células en rapido crecimiento da lugar a la formacién
de tumores, proceso al que se conoce como carcinogénesis.

Este es un proceso complejo que transcurre a lo largo de por lo menos tres diferentes
etapas:

Iniciacién: es un dano permanente y transmisible en el ADN de una célula que, si no se
repara, se fija como mutacion, quedando la célula iniciada. Los agentes iniciadores son por
definicidn compuestos genotdxicos, es decir, compuestos que pueden interactuar con el
ADN y danarlo, o bien que puede interferir con los procesos de manejo de la informacién
genética, provocando errores a la sintesis de ADN.

Promocion: En esta etapa ocurre una expansion clonal (hiperplasia), que puede ser
reversible, a partir de la célula que se inicié. Se requiere de la presencia continua del nivel
umbral del agente promotor, que es un compuesto quimico, fisico o biotdgico necesario
para Ja formacién de determinados tumores.

Progresion: Es Ja adquisicion del caracter maligno por la neoplasia. Una de las células
iniciadas y en promocidn, espontaneamente o de manera inducida por ouwos sucesos,
adquiere otras alteraciones genéticas que le hacen adoptar e} fenotipo maligno (invasion,
angiogénesis, metastasis, etc). Hay aparicidn secuencial de subpoblaciones cada vez mas

aberrantes genéticamente, lo que les confiere una diferenciaciéon aberrante con la
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caracteristica de poder escapar, invadir y colonizar (entrar en fase de metastasis) drganos
distantes (18). El fenémeno de la promocién parece ser el de la activacion de los

mecanismos de transduccién de la sedial proliferativa, es decir, a nive! de ]a estimulacién de

la divisién celular.

2.1.1 Clasificacion del cancer

Los diferentes tipos de cancer se clasifican principalmente atendiendo al 6rgano en que se
han onginado y a la clase de células afectadas (Tabla 1). Por ejemplo, los tumores que se
originan de tejido mesenquimal son llamados sarcomas; las neoplasias originadas de
musculo liso se denominan leiomiosarcoma; los tumores malignos de musculo esquelético
rabdomiosarcoma (20). Las neoplasias malignas originadas de células epiteliales y
derivadas de cualquiera de las tres capas germinales se llaman carcinomas. Cuando tienen
origen de glindulas se denominan adenocarcinomas. A los carcinomas originados de
cualquier epitelio plano estratificado se les denomina carcinomas epidermoides. En
resumen, Se cuenta con una gran variedad de tipos de la enfermedad, lo que hace mas

dificil su control y tratamiento.

[Tabla 1 Clasificacion de los tumores (20)

TEJIDOS DE ORIGEN BENIGNO MALIGNO
» 1. EPITELIO
De revestimiento Papiloma Carcinoma
Glandular Adenoma Adenocarcinoma
Trofoblasto Mola hidatidica Coriocarcinoma
2. TEJIDO
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CONJUNTIVO
Fibroso
Adiposo
Muscular liso
Muscular estriado
Cartilaginoso
Oseo
Linfatico
Sanguineo
Linfoideo
Mesotelio (peritoneo y
pleura)

Meédula osea

Fibroma
Lipoma
Leiomioma
Rabdomioma
Condroma
Osteoma
Linfagioma

Hemangioma

Mesotelioma

Fibrosarcoma
Liposarcoma
Leiomiosarcoma
Rabdomiosarcoma
Condrosarcoma
Osteosarcoma
Linfangiosarcoma
Hemangiosarcoma
Linfoma

Mesotelioma maligno

Leucemias

Sinovial Sinovioma Sinovioma maligno
3. TEJIDO NERVIOSO

Nervios Neuroma

Vaina nerviosa Neurofibromas

Células simpaticas

Neurilemonas

Ganglioneuromas

Schawanoma maligno

Neuroblastomas

Glia Glioma Glioma
4. OTROS TEJIDOS
Células pigmentadas Nevo Melanoma
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Médula suprarrenal Feocromacitoma Feocromacitoma
Células comafines Carcinoides Carcinoide maligno
Células APUD Apudoma | Apudomas malignos
Embrionarios Quistes dermoides

Teratomas Teratomas malignos
Timo Timomas Timoma maligno

2.1.2 Metéstasis.

Cualquiera que sea la causa, el céncer es basicamente una enfermedad de las células que se
caracteriza por un cambio en los mecanismos de control que regulan su proliferacion y
diferenciacién. Aquellas que han sufrido una transformacidon neoplasica suelen expresar
antigenos de superficie celulares que parecen ser de tipo fetal normal y tienen otros signos
de inmadurez aparente y, quiza, presenten anormalidades cromosdmicas cualitativas o
cuantitativas, incluyendo varias traslocaciones y la aparicion de secuencias amplificadas de
genes. Estas células proliferan de manera excesiva y forman tumores locales que tal vez
compriman o invadan las estructuras normales advacentes. Una subpoblacién pequeria de
células dentro del tumor pueden describirse como células madres tumorales. Mantienen la
capacidad de experimentar ciclos repetidos de proliferacion, asi como de migrar a sitios
distantes en el cuerpo para colonizar varios 6rganos en el proceso denominado metastasis.
Estas células madre tumorales pueden expresar entonces capacidad clonogénica o
formadora de colonias, con frecuencia tienen anormalidades cromosémicas que reflejan su

inestabilidad genética , lo cual lleva a la seleccion progresiva de las subcionas que pueden
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sobrevivir mas facilmente en el ambiente multicelular del huésped. El proceso de
metastasis implica una cascada de pasos secuenciales ligados, en los cuales se llevan a cabo
multiples interacciones huésped-tumor. Esta progresién neopldsica se acompaiia de
anormalidades genéticas en diversas vias metabdlicas y componentes celulares. Los
procesos invasivos y metastaticos, asi como una serie de anormalidades metabolicas que
resultan del cancer, producen enfermedades v la muerte del paciente a menos que se
erradique la neoplasia con tratamiento.

No todos los tumores invasivos tienen rapido crecimiento, algunos crecen lentamente, a
pesar de que se sabe que las células malignas suelen tener considerable motilidad. Los
pacientes con cancer diseminado (por ejemplo leucemia aguda) pueden teper 10" células
tumorales en todo el cuerpo al momento del diagndstico. Si la dosificacidn eficaz tolerable
de un medicamento es capaz de eliminar 99.9% de las células tumorales clonogénicas, esto
podria inducir una remision clinica de la neoplasia relacionada con una mejoria
sintomatica. No obstante, ain podria haber 10° células tumorales que permanecen en el
cuerpo, Incluyendo algunas que podrian ser inherentemente resistentes al medicamento y
otras que pudieran residir en el sistema nervioso central, donde dificilmente puede llegar el
medicamento. El tratamiento oncolégico puede dividirse en dos componentes: las medidas
para el control local y la terapéutica de la enfermedad sistémica . A menudo es necesano
combinar diversas modalidades terapéuticas para mejorar el control locorregional o el
sistémico, o ambos. Esto es, el tratamiento oncoldgico actual tiene un caracter
multidisciplinario.

El ciclo celular es un modelo disefiado para explicar etapas celulares, que terminan y
reinician con division celular, que a su vez, se divide en distintas fases. El concepto de fase

surgié cuando se descubnié que la division nuclear y la sintesis de 4cido
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desoxirribonucleico (DNA) ocurren en momentos precisos. El ciclo cetular pudo entonces
dividirse en la fase S, caracterizada por la sintesis de DNA, y la fase M que termina con la
mitosis. Desde el punto de vista morfoldgico, la célula se halla en aparente reposo entre
estas dos fases. Al periodo entre las fases M y S se le conoce como Gy y entre la fase Sy M
como Gj.

Después de la mitosis y antes de la replicacion de! DNA, las células bien diferenciadas
entran con frecuencia en un estado de aparente reposo diferente denominado fase Go.
Durante el ciclo existen dos puntos importantes de revision, uno antes de finalizar la fase
Gl y el otro en la fase G2, en estos puntos existen controles restrictivos, es decir en caso de
encontrarse un defecto en el ADN, el inicio de la siguiente fase se bloquea y se interrumpe
el del ciclo cejular. El punto de restriccién de G1 esta regulado por una proteina codificada
por el gen p53. Cuando ésta detecta un error antes de la sintesis, pueden observarse dos
fenomenos; la apoptosis, que induce a la célula a autodestruirse , o el arresto celular, un
fenomeno en el que la célula permanece viva, pero es incapaz de continuar hacia la
siguiente fase del ciclo celular.

Hoy se sabe que muchos agentes quimioterapeuticos provocan la muerte celular a través de
la apoptosis. Alin no esta claro cuales son las rutas bioquimicas que los diferentes farmacos
quimioterapeuticos utilizan para llegar a este punto final, ya que los diversos agentes tienen
diferentes mecanismos de accion e incluso un efecto variable dependiente de varios
factores:

1) Los inherentes al paciente, como sexo, edad, grado de actividad, estado nutricional y
enfermedades concomitantes.

2) Los propios del tumor, como tipo histoldgico, cinética celular, presencia de moléculas de

resistencia celular, distribucion intratumoral del famaco, etc.




INTRODUCCION Y GENERALIDADES

3) Aquéllos inherentes al medicamento, como intensidad posoldgica , via de administracién
(oral o intravenosa, en infusion continua o en carga répida), especificidad de un tipo de
medicamento sobre una neoplasia determinada, variacién farmacocinética individual y

efecto de tratamientos previos con farmacos antineoplasicos.

2.1.3 Factores que originan el céncer

Los factores que originan el céncer se dividen en dos grandes grupos: los factores
exdgenos, que constituyen 80-90% de los casos, y los factores enddgenos, que forman ¢]
10-20% restante,

Los factores exdgenos se dividen en cuatro grupos de acuerdo a la naturaleza que lo
oﬁgine: fisico, quimico, bioldgico y social. El factor puede ser genotoxico, es decir, que
cause un dafio al material genético de la célula (ADN) o no genotdxico, en el cual su
actividad es a nivel de la estimulacién de la proliferacién celular. Al aumentar la capacidad
proliferativa de las células también se aumenta la probabilidad de que ocurran mutaciones
en el ADN que deriven en cambios en la proliferacion y la diferenciacion de la célula.

En el caso de los factores sociales se ha demostrado que son aquellos que causan
inmunodepresion, lo que deriva en la falta de reconocimiento de las células malignas por el
sistema inmunoldgico permitiendo asi su proliferacion y propagacion.

Los factores endégenos pueden ser de dos tipos: por mutaciones espontaneas en el ADN,
generalmente mutaciones puntuales, o bien por mutaciones heredadas (19). Las mutaciones
puntuales espontaneas, pueden ocurrir por diferentes causas: infidelidad de la ADN
polimerasa, depurinacién espontanea, dario oxidativo causado por radicales libres

generados por diferentes procesos bioldgicos. Entre las mutaciones heredadas, estan la
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insercion de elementos moviles (retrovirus endégenos presentes en el 5% de Ja poblacion)

y deaminacion espontanea de la 5-metil ¢itosina a timina (mutacidn poco reparable).

2.1.4 Epidemiologia del cancer en México

El céncer constituye un problema de salud publica. En nuestro pais constituy$ la segunda
causa de muerte en el afio de 1995 con 48 222 decesos, el 11.2% del total de rmuertes.
Durante ese afio se reportaron 73 299 casos nuevos de cancer en México con predominio en
la poblacion del sexo femenino (64.7%).

La distribucién de muertes por céncer de acuerdo a las edades en poblacidén masculina es:
En primer lugar, de 7S afios o mas, con un 20%, seguido por el de 60-64 afios con un 11.8%
de muertes. En poblacidn femenina, con las mujeres de 75 afios 6 mas se registré un [1.5%
de muertes, menor al correspondiente para en el sexo masculino. Casi igual en porcentaje se
encontro en el grupo de mujeres entre 45 a 49 afios con un 11.2% y en edades de 40 a 44
afios se encontro un 10%, observandose que en el sexo femenino se presentan el cancer a
menor edad. (19)

Los tipos de canceres mas frecuentes, segun su topografia anatdémica fueron: el del cuello
del utero 21.5%, de la glandula mamaria 10.6%, de la glandula prostética 5%, del estomago

3.9% y del ganglo linfatico 3.7% (20).

2.1.5 Tratamientos contra e] cancer

Actualmente, existen diversos tratamientos contra el céncer, como quimioterapia,
radioterapia, cirugia, inmunoterapia y terapia hormonal, entre otros. De ellos, la
quimioterapia puede ser el \inico tratamiento de eleccion para ciertas afecciones mal-ignas.

Se puede emplear quimioterapia (tratamniento sistémico) cuando se considera que las
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medidas iniciales utilizadas para tratar el cancer en su asiento primario, como la cirugia y la
radiacién (tratamientos locales), no bastan para controlar la enfermedad. También, cuando
la enfermedad ha iniciado el proceso de metastasis antes de ser diagnosticada, ya que
ninguno de los otros tratamientos puede matar o eliminar eficazmente las metastasis no
reconocidas. Estos focos tumorales metastasicos son el blanco adecuado para la
quimioterapia.
Se entiende por quimjoterapia el uso de fadrmacos citotdxicos que resultan ser mas téxicos
para las células tumorales que para las normales y que, por lo tanto, se dice que exhiben
una toxicidad selectiva. La quimioterapia inhibe el cdncer por medio de varios mecanismos
de accidn, los cuales pueden ser:
- Induccion de la muerte celular a través de medios especificos o no especificos
(citotoxicidad).
- Supresion del desarrollo de las células cancerigenas por periodos variables de
tiempo sin inducir la muerte celular (efecto citostatico).
- En raras ocasiones puede inducir la diferenciacion celular, luego de la cual, el
cancer ya no tiene relevancia porque se inhibe su diseminacion.
La quimioterapia postquirurgica puede aumentar las oportunidades de curacién a largo
plazo y los intervalos libres de enfermedad en los casos no curados, y se considera que es
efectiva por las siguientes razones:
- La masa tumoral se reduce al aplicar cirugia, por lo tanto, resulta mas factible que
una mayor cantidad de células remanentes sea destruida.
- Una poblacién reducida de células tumorales debe ser mas sensible a los agentes
quimioterapéuticos ya que las poblaciones mas pequefias se reproducen mas

activamente que las poblaciones mas grandes y estaticas. Como la mayoria de los
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farmacos actian de manera selectiva sobre las células en ciclo celular activo, sera de

esperarse un mayor potencial de destruccidn celular en los tumores mas pequerios.

La quimioterapia tal como se emplea ahora, puede ser curativa de algunas neoplasias
diseminadas que han sufrido engrosamiento o diseminacién (angiogénesis) microscéopica al
momento del diagnostico. Estas son cancer testicular, linfoma de células alargadas difuso,
enfermedad de Hodgkin, coriocarcinoma, leucemia linfoblastica aguda y linfoma de
Burkitt. entre otras. También la quimioterapia puede proporcionar un tratamiento paliativo
para muchas otras manifestaciones de cdncer, pero generalmente se realiza un tratamiento
combinado (combinaciones optimas de tratamiento), de radioterapia, quimioterapia y
cirugia (17).

Un problema importante en la quimioterapia es la resistencia de los tumores a [os farmacos.
Algunos tipos de tumores como los cdnceres pulmonares y de colon, muestran resistencia
primaria y no responden a Jos agentes estandares disponibles (antimetabolitos, antibiéticos
peptidicos, carboplatino, etc). Se puede presentar resistencia adquinda que se desarrolla en
un tipo de tumores sensibles al farmaco. Esta puede ser altamente especifica a un solo
medicamento y se basa en un cambio en la respuesta genética de las células tumorales con
amplificacion en la expresion de uno o mas genes especificos. En otros casos, se presenta
un fenotipo resistente a maltiples firmacos que se desarrolla después de la exposicion a un
solo agente.

Entre los agentes quimioterapéuticos mas empleados se encuerntra el cisplatino, descubierto
por Rosenberg en 1965 al observar que se inhibia el crecimiento de un cuitivo bacteriano
cuando éste era sometido a una corriente eléctrica transmitida por electrodos de platino

(21). Posteriormente, se demostré que el efecto inhibidor sobre la multiplicacion de las
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bacterias se debia a la formacién de compuestos que contenian platino oxidado en
presencia de iones amonio y cloruro. Se encontré que el cis-diclorodiamino platino II
(cisplatino) era el compuesto con mayor actividad antitumoral en los sistemas
experimentales (21).

Si bien el cisplatino ha sido un farmaco que revoluciond el tratamiento de tumores que
hasta entonces eran refractarios a farmacos, presenta una alta toxicidad y su costo es alto.
Se han desarrollado andlogos menos téxicos como oxiplatino, espiroplatino y carboplatino
que son aun mas costosos. Estos farmacos en quimioterapia son los Gnicos que contienen

metales (21).

2.2 UNJON A PROTEINAS

El término unién puede definirse como una interaccion reversible o irreversible entre dos
moléculas. Se puede considerar que esta interaccion es andloga a la que se da entre una
enzima y un sustrato con la diferencia de que ¢l complejo no se descompone para originar
nuevos productos (22, 23).

Debido a la relativa facilidad de los experimentos, la union de firmacos se mide in vitro
principalmente en plasma o con proteinas plasmaticas purificadas, por lo cual se sabe que
muchos farmacos se unen a las proteinas plasmiticas. Los farmacos 4cidos lo hacen
predominantemente con la albumina y los alcalinos con la a—1-glicoproteina. La unién con
otras proteinas suele producirse en grado mucho menor. Por lo comun, la union es
reversible y, a veces, se observa unidén covalente de farmacos reactivos, como los agentes

alquilantes.

31



INTRODUCCION Y GENERALIDADES

Por otro lado, es bien sabido que la fraccidn no unida de un firmaco en plasma es un
importante determinante de la farmacocinética y farmacodinamia de varios farmacos
(23,24). Dado gue solamente el fArmaco libre puede atravesar las membranas bioldgicas, la
concentracion del farmaco libre (Cy) tendra mas influencia en ¢l efecto farmacodinamico,
que la concentracidn plasmatica total (Cr). De ahi, que desde el punto de vista terapéutico,
tenga mas interés la C que la concentracion de farmaco unido (Cy) y, por ello, serd mas
importante determinar la fraccidn libre ( f ) que la fraccidn unida (fy),
La unién reversible de los farmacos (F) a proteinas (P) es un proceso dinamico que se
describe mediante la Jey de accién de masas y cuya constante de equilibrio o de afinidad
es:
[P1+[F] .2,  [PF] . Ka=[PF]/[F] [P]

k2
[PF] representa el complejo fammaco-proteina, [F] y [P) son concentraciones molares de
farmaco y proteina respectivamente.
Sif=CL/Cr,loqueeslomismo fi =(F]/Ct . Considerando Cr, concentracidn total de
farmaco
Despejando [F] se tiene  [F]=f, *Cr .
Si fy = Cy/ Cr, lo que es lo mismo fy = [PF)/Cr.
Despejando [PF] se tiene [PF)=fy* Cr.
Como fy =1-1f;, entonces[PF]=(1 -1f)Cr
Sustituyendo [F] y {PF] en Ka: Kd = [PF]/[F] [P]=(l-f)Cy/ fL * Cy [P],
despejando f_ queda: fi = 1/(1+ Kd*[P])
Por lo tanto, la fraccién tibre de farmaco dependera de la constante de afinidad, Ka, y de los

sitios de unién no ocupados. Generalmente, un porcentaje pequeno de los sitios de unién
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disponibles esta ocupado, de modo que [P) es practicamente igual a la concentracion total
de los sitos de unidn (n[Pt]), por lo tanto, la ecuacién de la fraccidn libre, £ queda:

fi = 1/(1+Kd n[P]) De esta expresion se puede concluir que la unién det farmaco a
proteinas serd practicamente constante e independiente de la concentracién de} farmaco.
En el caso de que las concentraciones terapéuticas sean suficientemente altas como para
ocupar la mayoria de los sitios de unién, fi serd dependiente de la concentracién de
farmaco.
Por consiguiente, los seitalamientos de que un farmaco en particular se une en un grado
determinado son vélidos soélo dentro de un intervalo limitado de concentracién. Cabe
sefialar que el grado de unién también estd influenciado por estados fisiolégicos y
patolégicos, de tal manera que disminuye en el nacimiento, embarazo y vejez (29, 30, 32).
Usualmente se considera a la union del farmaco a proteinas como un depdsito, que se
vuelve significativo si la unién es muy alta, de tal forma que reduce la disponibilidad def
farmaco hacia Jos tejidos. Es decir, la union de un farmaco a proteinas plasmaticas limita su
concentracion en los tejidos y en su sitio de accién celular, porque solo el farmaco libre estd
en equilibrio entre uno y otro lado de las membranas. La unién también limita la filtracién
glomerular del farmaco, dado que esta filtracion no cambia de manera inmediata la
concentracion de la fraccién libre en el plasma en el reservorio de la cantidad de farmaco
unida al plasma. Sin embargo, la unién a proteinas plasmaticas no suele limitar la secrecion
tubular renal ni la biotransformacion, porque tales procesos disminuyen la concentracion
del farmaco libre, lo cual va seguido inmediatamente de la disociacién del complejo
farmaco-proteina. Si un farmaco se metaboliza o se transporta rapidamente y su velocidad
de eliminacién o depuracién calculada con base en Ja cantidad de farmaco libre excede al

flujo del plasma por el érgano, la unién a proteinas puede considerarse un mecanismo de
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transporte que aumenta la eliminacién al llevar el farmaco a los sitios en que se elimina (29,
30)
Es asi como la importancia de la unién a proteinas radica en varios aspectos:
a) La excrecion del farmaco puede retardarse por limitacién de la filtracidon
glomerular.
b) Ladistribucién en tejidos se modifica de manera importante.
¢) El grado de uniodn, a su vez, se modifica por diversos factores, fisiologicos (especie,
edad, embarazo, grupo étnico, género, obesidad, estado nutricional), patoldgicos
(dafio renal, hepdtico, diabetes, quemaduras, fibrosis quistica, enfermedad de
tiroides), farmacoldgicos (desplazamiento por otro farmaco) y dispositivos in vitro

(dispositivos para recibir la sangre, tapones para catéter).

2.2.1 Proteinas de union (33-36).

El plasma humano contiene mas de 60 proteinas, tres de las cuales estan consideradas de
importancia en la unién de farmacos, albumina, a.-1- glicoproteina y lipoproteinas (33).

La albimina con un peso molecular de 66 300 es una proteina de unién importante presente
en plasma y fluido intersticial. Se une principalmente a farmacos acidos (anidnicos) pero
también a farmacos catiénicos. La concentracion normal sérica es de 38-48 g/L y se
sintetiza en el higado. Para la albumina humana se han descrito dos sitios de unién a
farmacos que tienen alta afinidad. El sitio [, descrito inicialmente como sitio de unién de la
warfarina, también es sitio de owos farmacos como las sulfonamidas, fenitoina, acido
valproico y fenil butazona. Al sitio de unidn [I se unen las penicilinas semisintéticas y el

probenecid (35).
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La a-1- glicoproteina, (AAG, PM 41 000) se sintetiza y metaboliza en el higado y tiene una
vida media aproximada de 3 dias. Es una glicoproteina acida de fase aguda, ya que su
concentracién aumenta en situaciones de estrés, incluyendo enfermedades tales como el
cancer (36-38). Muchos de los farmacos basicos tales como propanolol y lidocaina, y varios
farmacos neutros se unen significativamente a esta proteina y/o a lipoproteinas, ademas de
la albimina. Generalmente, un farmaco que se une a la albamina y a la AAG, tiene una
afinidad mas alta para la AAG que para {a albumina. Debido a que la concentracion de
AAG es menor que la de albumina. se dice que la AAG es una proteina de baja capacidad
y alta afinidad.

Las lipoproteinas son un grupo heterogéneo de proteinas que se clasifican en cinco grupos:
quilomicrones de muy baja densidad (VLDL), de baja densidad (LDL), de densidad
intermedia (IDL) y de alta densidad (HDL). Los farmacos lipofilicos, neutros y basicos, se
unen comunmente a estas lipoproteinas, este tipo de unidén es mas una disolucién de los
farmacos en la fase lipidica de las lipoproteinas que una unién verdadera.

Las concentraciones de estas proteinas plasmaticas se ven alteradas por diversos factores,

algunos de ellos se mencionan en la Tabla 2.

Tabla 2 Condiciones asociadas con concentraciones alteradas de proteinas en plasma (37).

Disminuye Aumenta

Albimina Edad (neonatos, vejez) Tumores benignos, neurosis,
Pacientes quemados paranotia, psicosis,
Cirmrosis. . enteropatias, | esquizofrenia
desnutricién, sindrome
nefrético, embarazo,
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insuficiencia renal, cirugia

o-1- glicoproteina Edad (neonatos), cirrosis|Edad (vejez) cancer,
severa, sindrome nefrotico, |infecciones, estados
(AAG)
anticonceptivos orales, | inflamatorios, obesidad,
embarazo insuficiencia renal, artntis

reumatoide, estrés, cirugia

Lipoproteina Hipertiroidismo, desnutricidn | Aleoholismo, hipotiroidismo,
enfermedades  obstructivas

del higado.

2.2.2. Métodos para la determinacion de la unidén farmaco-proteina (35).
La unién de farmacos a proteinas plasmaticas generalmente se ha estudiado in vitro
mediante técnicas como son la didlisis al equilibrio, la uitracentrifugacién, la ultrafiltracion

y la microdidlisis.

2.2.2.1. Dialisis al equilibrio (35, 36)

Es uno de los métodos mas empleados y consiste en una celda de didlisis, con dos
compartimentos separados por una membrana de dialisis semipermeable, en cada
compartimento se coloca en uno el plasma y en el otro una solucién amortiguadora de pH
7.4. El sisterna asi dispuesto se incuba a 37° hasta que se alcanza €] equilibrio. De tal forma
que al equilibrio el compartimento que contiene el plasma contiene el farmaco unido (EP)
ademas de farmaco libre (F), mientras que en el otro compartimento con la solucién
amortiguadora sélo contiene farmaco libre (F). La fraccién no unida se determina por la

relacion de la concentracion de farmaco del lado de la solucién amortiguadora (F) dividida
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por la concentracién total de farmaco (F + FP) en el sitio que contiene el plasma con el
farmaco:
% Farmaco unido = [[F]/ ( [F]+ [FP])] * 100

En los resultados influyen las propiedades del fArmaco (lipofilicos o hidrofilicos o si son
acidos, bases o neutros). proteinas (contenido y concentracién), volumen de los
compartimentos, concentracién y pH de la solucién amortiguadora y su composicién
1dnica, asi como también el espesor y caracteristicas fisicoquimicas de la membrana.

Las ventajas de esta técnica son que la temperatura se puede controlar y que los distintos
aparatos dializadores se encuentran disponibles, ademas de que algunos permiten evaluar
hasta 20 muestras simultineamente. Las desventajas incluyen la adsorcion a Ja membrana o
paredes de la celda; el requerimiento poco conveniente en algunos casos de tiempos largos

para alcanzar el equilibrio y la inestabilidad de los farmacos.

2.2.2.2. Ulrafiltracién (36)

Fue introducida al mismo tiempo que la dialisis al equilibrio, pero su aplicacién rutinaria
fue factible hasta hace poco debido al mejoramiento de las membranas y equipo. La
separacién de las proteinas y el farmaco unido en solucién se lieva a cabo usando una
membrana adecuada que retiene las proteinas con ayuda de centrifugacién. La principal
ventaja de la ultrafiltracion es la rapidez (aproximadamente 15 minutos) que es un factor
muy importante en cuestiones de monitoreo clinico y para farmacos inestables. Al igual que
la didlisis al equilibrio, las propiedades de la membrana y el volumen con el que se trabaja
son importantes. La adsorcion de farmacos en la membrana es problematica a bajas
concentraciones, especialmente para los farmacos lipofilicos. En la ultrafiltracién, las

moléculas pequefias por lo regular pasan libremente a través de la membrana, por lo que su
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concentracion debe ser la misma en ambos lados de la membrana durante el proceso e igual

que en la solucion original. De esta manera, se producen cambios minimos en el

microambiente (pH, fuerza 1dnica) durante la filtracién.

2.2.2.3. Ultracentrifugacidn (36)

Este método esta basado en la sedimentacién diferencial de solutos en base a su masa
molecular. Se emplean altas velocidades (>100 000 rpm) durante periodos prolongados de
tiempo (24 h). Al no existir membrana alguna, los problemas de adsorcién de firmacos
lipofilicos se evita, aunque se han observado casos de adsorcion a los tubos de la
centrifuga. La desventaja de esta técnica es el alto costo del equipo de centrifugacion, los
largos periodos de tiempo requeridos, la posibilidad de no alcanzar el equilibrio y la
cosedimentacion de farmaco libre y unido a proteinas (especialmente con farmacos de alto

peso molecular).

2.2.2.4. Microdialisis (36)

Este método permite la determinacion in vivo de la concentracion libre de farmaco en
plasma, tejidos y otros fluidos bioldgicos, como el fluido cerebroespinal.

Mediante un procedimiento quirirgico se implanta una sonda con una membrana de dialisis
en un vaso, en un espacio tisular o en un espacio que contenga un fluido. A través de la
sonda se bombea una solucidén amortiguadora a una velocidad de flujo baja y el farmaco no
unido difundira en la sonda, a través de la membrana, como consecuencia del gradiente de
concentracion. Las moléculas pequefias en la muestra, tales como el farmaco libre,
difunden a través de la fibra (membrana) y se transportan a los viales de coleccion para su

analisis. Las moléculas grandes como las proteinas y los fArmacos unidos son excluidos por
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la membrana de dialisis. El dializado puede ser analizado por técnicas estindar. Para
determinar la concentracidon de firmaco unido (Fu) se recogen muestras de plasma que nos
informardn sobre Ja concentracién total (Ft), con lo que podremos calcular Fu por
diferencia de Ft y Fl. (Fu=Ft-Fl).

La recuperacion relativa es el valor promedio de la cuantificacidn de la concentracién del
farmaco antes y después del experimento y depende de la velocidad de flujo de la
perfusion, de la caracteristica de difusion del analito y de las propiedades y dimensiones de
la membrana de dialisis. La técnica se puede usar para la determinacién in vitro e in vivo de
la unidn a proteinas, debido a que se puede implantar intravenosamente bajo condiciones

fisiologicas.

2.3 FARMACOCINETICA (40-43)

El descubrimiento de nuevos farmacos, la seleccién del mejor candidato y el desarrollo
preclinico estan sufriendo rapidos cambios, impulsadas en parte por los avances cientificos
en areas como quimica combinatoria, biologia celular y molecular y nuevas tecnologias “de
punta”, pero también por las fuerzas econdmicas y de ruda competencia. Como resultado, la
presién para acelerar el descubrimiento y desarrollo de los farmacos se¢ ha incrementado,
especialmente en la fase preclinica y durante las pruebas clinicas tempranas en humanos
donde existe un claro cuello de botella. Muy a menudo, las decisiones del cambio en la
estructura de los compuestos han sido mas un proceso empirico que una busqueda
cientifica. Este proceso de decisiones en la actualidad estd siendo mas mecanistico y
predictivo de lo que era antes, lo cual provee mejores agentes terapéuticos con menores

riesgos.
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En 1992, se publicé que los conceptos fundamentales que apuntalan la aplicacidn de los
métodos clinicos farmacolégicos en el proceso del desarrollo del farmaco son el resultado
de la aplicaciéon coordinada de farmacocinética y farmacodinamia que proveen de
informacion racional, en forma eficiente. La secuencia general del proceso regulatorio y
cientifico involucrado en el desarrollo del farmaco requiere de muchas etapas (Fase I, 11, III
y IV) en las cuales se involucra desde el desarrollo e investigacion preclinica hasta que sale
al mercado.

La fase I se refiere a la primera introduccién de un medicamento en seres humanos.
Generalmente se estudian individuos normales para determinar a qué niveles de uso del
medicamento se observa toxicidad. A continuacion, se realizan otros estudios de dosis-
respuesta en pacientes, para determinar Ja seguridad del medicamento y, en algunos casos,
indicios iniciales de su efecto. En el caso de enfermedades del cancer en esta primera fase

se aplica a pacientes con algun cancer especifico.
p P p

Los estudios fase /I consisten en ensayos clinicos controlados disefiados para demostrar la
eficacia y la seguridad relativa. Generalmente, se llevan a cabo en un nimero limitado de

pacientes estrechamente vigilados.

Los ensayos fase [/l se realizan después de establecerse una probabilidad razonable de
eficacia del medicamento y tienen como objetivo obtener informacion adicional de su
eficacia para aplicaciones especificas y una definiciéon mas precisa de los efectos adversos

asociados al medicamento. Esta fase incluye estudios controlados y no controlados.

Los ensayos de la fase /V se realizan después de que e! organismo nacional de registro de

medicamentos haya aprobado un medicamento para su distribucion o comercializacidn.
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Estos ensayos pueden incluir investigacion destinada a explorar un efecto farmacoldgico
especifico, a establecer la frecuencia de reacciones adversas o a determinar los efectos de la
administracién a largo plazo de un medicamento. Los ensayos de la fase IV pueden también
estar disefiados para evaluar un medicamento en una poblacién que no se ha estudiado
adecuadamente en Jas fases de precomercializacién (como los nifios o los ancianos) o para
establecer una nueva indicacidn clinica para un medicamento. Este tipo de investigacién
debe distinguirse de la que se realiza con fines de comercializacién, de los estudios para la
promocidn de las ventas y de la vigilancia epidemiolégica rutinaria para detectar reacciones
adversas a los medicamentos; la diferencia es que estas ultimas categorias por regla general

no necesitan ser evaluadas por comités de ética.

Las pruebas preclinicas se dividen en dos tipos de estudios: farmacolégicas y toxicologicas,
que al integrarlos proveen informacion sobre los efectos del farmaco en varias especies

animales.

2.3.1 Estudios farmacolégicos

En éstos se pueden observar efectos adversos, por lo que es posible influir en el desarrollo
de los estudios de toxicidad (40,41).

Cemimiento farmacolégico. Este involucra estudios in vivo ¢ in vitro para determinar y

caracterizar al compuesto con actividad farmacolégica

Farmacodinamia. Una vez conocida la estructura quimica del nuevo compuesto, se inicia
un complicado y completo estudio cualitativo y cuantitativo del perfil farmacolégico del
farmaco. Estos estudios proveen informacién sobre la accion del farmaco sobre varios

receptores o sistemas fisiologicos en animales. Estos estudios deben ser tan extensos para
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determinar la relacion dosis-respuesta, la duracidn del efecto y el mecanismo de accion del
farmaco sobre diferentes sistemas fisioldgicos, por ejemplo neurolégico, cardiovascular,
respiratorio, gastrointestinal, genitourinario, endocrino, antiinflamatorio, € inmunolégico.
Es funcién de la farmacodinamia investigar todos los efectos primarios y secundarios
relacionados y no relacionados con el efecto terapéutico, la duracién del efecto, la toxicidad

con dosis altas de firmacos y los efectos relacionados con otros farmacos.

Farmacocinéticas preclinica. Generalmente, estos estudios se realizan en tres especies de
animales y consisten en obtener concentraciones plasmaticas del farmaco en un intervalo de
tiempo, para obtener parametros como concentracidon plasmatica maxima, area bajo la
curva, vida media, volumen de distribucidn y depuracion del famaco. Los resultados se
comparan para determinar la diferencia de la respuesta farmacoldgica entre especies 'y
observar como afecta la especie para interpretar los estudios clinicos. Actualmente, estos
datos se consideran mucho mds importantes en el aspecto preclinico del desarrollo de
farmacos y son bésicos para estudios posteriores de toxicocinélica. Los estudios
farmacocinéticos se designan de acuerdo al tipo de informacién que proporcionen acerca
del farmaco, como velocidad de absorcidn, de distribucion, de metabolismo y de excrecion.
La metodologia analitica empleada para obtener estos datos generalmente incluye:
absorcion uv, fluorescencia, cromatografia de liquidos de alta resolucién, cromatografia de
gases, radioinmunoanalisis y anélisis por espectroscopia de masas del farmaco inalterado
y/0 metabolitos en tejidos o fluidos bioldgicos.
a) Estudios de absorcién. En esta etapa se determina la concentracion del farmaco en
sangre u orina después de una administracién oral, {0 que indica la cantidad y

velocidad de absorcion del farmaco. Los pardmetros farmacocinéticos que se
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b)

determinan jncluyen el 4rea bajo la curva (ABC), la concentracién maxima (Cmax)
y el tiempo requerido para alcanzar la concentracion maxima (tmax). La
biodisponibilidad, fraccion de farmaco que llega a la circulacién sistémica,
depende de )a cantidad absorbida, pero también influyen en la biodisponibilidad
otros factores como es ja cantidad de farmaco metabolizado por el higado antes de
llegar a la circulacion general.

Estudios de distribucidn. Provee la informacién sobre la extensién y tiempo de
permanencia o acumulacién en tejido y la eliminacién del farmaco y/o sus
metabolitos. Para determinar la distribucion se sacrifican animales en intervalos de
tiempo posteriores a la administracién y se mide la concentracion de farmaco y/o
sus metabolitos en los tejidos seleccionados. El volumen de distribucion
representa otro parametro farmacocinético importante en el conocimiento de la
distribucion del farmaco, es el que relaciona la cantidad total de farmaco en el
cuerpo y la concentracidn plasmatica de éste. Es un volumen imaginario que nos
determina la fuerza de unién relativa del farmaco a los componentes tisulares
comparada con las proteinas plasmaticas.

Estudios de metabolismo. La estimacidn y cuantificacion de la biotransformacién
del farmaco en un organismo vivo son esenciales para un completo conocimiento de
la eficacia y toxicidad, puesto que diferentes especies de animales pueden sufrir
mayor o menor toxicidad debido al metabolismo. El aclaramiento o depuracién
(CI) representa la habilidad de) organismo para eliminar el farmaco. El concepto
permite cuantificar la capacidad de un 6rgano o conjunto de 6rganos para eliminar
un farmaco y se define como el volumen de sangre o plasma que es depurado de una

sustancia por unidad de tiempo mediante procesos de eliminacién. El parametro de
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eliminacion puede determinarse para drganos individuales y Ja suma de todos los
parametros de aclaracion seran el aclaramiento total del sistema. En general una
intoxicacion potencial disminuye cuando se considera una excrecion rapida y
completa del farmaco.
2.3.1.2.1. Farmacocinética compartimental (42).
Disetio de estudios de farmacocinética y la interpretacién de los datos.
La interpretacion de los datos de farmacocinética se ve como un esfuerzo para deducir que
le esta pasando al firmaco en el organismo, después de una administracién basada en el
curso del tiempo y su exposicion a fluidos biolégicos como el plasma o la sangre. La
disponibilidad de los datos obtenidos de los estudios farmacocinéticos in vivo, depende de
la validez del disefio y ejecucidn del estudio, la coleccidon de las muestras, su manejo y
andlisis. La seleccion del método de analisis de los datos es igual de importante para el
entendimiento de las caracteristicas farmacocinéticas de un farmaco.
Administracion intravenosa del farmaco.
Los perfiles de exposicion del fdrmaco al plasma después de una administracion
intravenosa proveen informacion importante de las propiedades farmacocinéticas
a) Depuracion sistémica (Cl) y volumen de distribucion (Vd) al estado
estacionario. Un estimado de la depuracion sistémica de un farmaco y el
volumen de distribucion se obtienen a partir de los perfiles tiempo-
concentracion después de una inyeccién intravenosa, donde se obtiene una
biodisponibilidad completa.
b) Vida media de eliminacion del farmaco (t2). Después de una inyeccion
intravenosa la vida media estd gobemada por el proceso de disposicion

(distribucién y eliminacidn) del farmaco en el organismo. En la administracidn
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c)

oral la vida media estd influenciada por el proceso de absorcién (entrada) al
organismo.

Niveles de exposicion de referencia para estimados de biodisponibilidad. El 4rea
bajo la curva de perfiles de concentracion plasmatica o sanguinea contra tiempo
(ABC) después de una inveccidn intravenosa se usa generalmente como

referencia de estimados de biodisponibilidad del farmaco.

Consideraciones

a)

b)

Inyeccion bolo, contra infusion corta. En general la inyeccién intravenosa (o
intraarterial) de un farmaco es una administracién bolo cuando se realiza en
unos pocos segundos, a menos que se indique otra cosa. Si la inyeccion toma
mas de un minuto se considera infusién corta.

Solucidn para dosificacion. En general solucion salina estéril 1soténica a pH 6.8
es lo mas recomendable como vehiculo de inyeccidn intravenosa. Aunque se
prefiere un vehiculo acuoso generalmente, debido a la limitada solubilidad en
agua de algunos compuestos o su inestabilidad quimica en esta, puede ser
conveniente el uso de varios cosolventes organicos. Vehiculos como dimetil
sulféxido (DMSOQ), etanol, polietilenglicol (PEG) 400 y aceite vegetal o agentes
solubilizantes como ciclodextrinas se usan normalmente con agua estéril para
aumentar la solubilidad del compuesto en un vehiculo dosificador,
especialmente en el desarrollo del farmaco. En este caso, se deben considerar los
efectos de los vehiculos organicos o agentes solubilizantes en perfiles
farmacocinéticos de un compuesto (tales como inhibicién del metabolismo y

hemolisis de la sangre) y en las respuestas farmacolégicas y toxicoldgicas. En
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general, la cantidad de cosolvente organico no debe exceder del 20% del
volumen total de inyeccién. El pH del vehiculo dosificante puede ser
ligeramente acido o bésico para optimizar la solubilidad acuosa. Se deben tomar
precauciones para ajustar el pH al aumentar la solubilidad acuosa de un
compuesto debido a que puede afectar la inestabilidad quimica. La viscosidad
de! vehiculo dosificante debe mantenerse de tal manera que permita una facil
inyeccidn y fluidez 6ptima.

¢) Volumen dosificante. En ¢l caso de una inyeccién bolo, es importante tener un
volumen dosificante aceptable, si el volumen es demasiado grande puede
tomarse mucho tiempo para inyectar, si es muy pequefio se puede tener
problemas en la preparacion y administracidon de la solucidn. Los volimenes
mAaximos para una inyeccién bolo son aproximadamente de 1 mL/kg en peso
para animales de laboratorio, tales como conejos, monos y perros; para animales
pequefios, como ratones y ratas, se pueden usar de 0.3 a 0.5 mL
respectivamente.

[nterpretacion de los datos

Basicamente existen dos diferentes aproximaciones, compartamental y no

compartamental, para analizar los perfiles plasmaticos de concentracion contra

tiempo, y estimar los parametros farmacocinéticos. La aproximacién no

compartamental es la que se usa cominmente para interpretacion sencilla de los

datos.

Aproximacion compartamental
En este modelaje se ve al cuerpo como un ser compuesto de un numero de compartimentos

diferentes farmacocinéticamente. Cada compartimento se piensa que es un espacio
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imaginario en el cuerpo representando una combinacién de varios tejidos y drganos, entre
los que las concentraciones de un farmaco llegan a un rapido equilibrio. La composicidn
anatomica del compartimento se desconoce y en la mayoria de los casos casi no tiene valor.
El numero de compartimentos en un modelo se determina empiricamente dependiendo d los
perfiles plasmaticos de concentracién tiempo.

El modelo compartimental ayuda a:

a) Proveer un entendimiento conceptual de la conducta de distribucion de un
farmaco entre el plasma (o sangre) y otros tejidos u organos.

b) Explicar empiricamente los cambios en procesos fisiologicos tales como,
transporte de membrana o metabolismo sin realizar investigaciones
mecanisticas.

¢) Estimar varios parametros farmacocinéticos como constantes de velocidad,

depuracién y volumenes aparentes de distribucion.

La aproximacidén compartimental requiere de analisis matematicos de datos, generalmente
métodos de regresion no lineal, para estimar los parametros en los modelos se ajusta el
modelo al perfil de concentracion-tiempo. Comercialmente estan disponibles varios
programas computacionales de regresién no lineal (Ejemplo WINNONLIN). EI primer
paso en la aproximacién compartamental con el analisis de los datos es determinar el
numero de compartimentos requeridos para el modelo.
1) Modelo monocompartimental contra multicompartimental. Cuando  se
administran las moléculas de un farmaco, al principio el farmaco se localiza en
el sitio de administracion antes de la distribucion en las diferentes regiones del

cuerpo. Por ejemplo, en un inyeccion intravenosa la distnbucién de las
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moléculas del farmaco a partir del sitio de inyeccién a sangre venosa ocurre
instantdneamente y el cuerpo se comporta como un compartimento homogéneo
farmacocinéticamente y presenta una declinacién monofasica en una escala
semilogaritmica y se puede describir como un modelo de un compartimento.
Cuando la distribucién del firmaco en el plasma a ciertos tejidos u o6rganos es
sustancialmente mas lenta que el resto del cuerpo, puede tener modelo
multicompartamental, por ejemplo, un compartimento central y uno 0 mas compartimentos
periféricos (6 tejidos). En general, se espera que la distribucién de un farmaco del plasma a
los 6rganos altamente perfundidos o tejidos tales como higado, rifiones, 0 bazo sea mds
rapida que a los érganos con suplemento sanguineo limitado tales como grasa, musculo,
piel o huesos. El compartimento central representa la circulacion sistémica y aquellos
organos o tejidos altamente perfundidos. En un sistema multicompartamental el perfil
concentracién plasmatica del farmaco contra tiempo exhibe una declinacién multifésica en
escala semilogaritmica. La distribucion intercompartimental de un farmaco puede ser vista
conceptualmente como wuna expresiéon farmacocinética del transporte det farmaco
ocurriendo entre tejidos y drganos via vasos sanguineos y/o membranas, y se asume que
generalmente sigue una cinética de primer orden.
Farmacocinética Jineal 6 de primer orden. Un proceso de primer orden es aquél en el que Ja
velocidad de cambio de la concentracién del farmaco en el fluido biolégico es directamente
proporcional a sus concentraciones. Por ejemplo, con condicién de cinética de primer
orden, la velocidad de cambio de la concentracién del firmaco en el plasma se describe
como una funcién de ]a concentracion, Cp(t), descrita por la ecuacién siguiente:
dCp(t) /dt =k x Cp(t)

Donde k es una constante de velocidad de primer orden.
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Modelo de un compartimento (42).
Es el modelo mas simple. El cuerpo se observa como un compartimento homogéneo y
sencillo cinéticamente. La descripciéon esquematica estd descrita por una inyeccion

intravenosa (bolo) y eliminacion de primer orden:

D.iv. _ k

= Cp(t), V. [ Farmaco eliminado

Figura 1. Disposicion de un farmaco en plasma con modelo de un compartimento

La cantidad de farmaco (D) presente en el cuerpo a cualquier tiempo t, A(t), en este modelo
esta descrita por:

A(t)=Cp(t) xV donde Cp es concentracion de farmaco en plasma y V es volumen
de distribucidn aparente,

La ecuacién que describe la concentracién del farmaco en el plasma al tiempo t en una

inyeccion intravenosa es

Cp(t) = Div x e Cp(0), concentracién del farmaco imaginaria al tiempo cero.
'\/ﬂ k, constante de velocidad de eliminacion de ler orden.
Cp(0)

La ecuacién anterior se puede ajustar para obtener datos de tiempo y concentracién del
farmaco en plasma para obtener estimados de V y k.
La depuracién sistémica (Cls) y vida media del farmaco (t) se calculan por las siguientes

ecuaciones:
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Cls=kxV

tin=0.693/k

En el modelo abierto de un compartimento, las concentraciones del farmaco en diferentes
tejidos u organos estan en equilibrio instantineo con respecto a los que se encuentran ea
plasma en la circulacién sistémica, estableciendo las constantes de velocidades de
concentracidn entre el plasma y los diferentes tejidos. Cuando esto ocurre la velocidad de
cambio de concentracién en el plasma puede reflejar directamente el cambio de la
concentracién del farmaco en los tejidos con diferencias en concentraciones

correspondientes a la acumulacién entre plasma y tejidos, Figura 2.

Concentracion
de farmaco en
diferentes tejidos
(escala log)

~.~Hieado
“Rifién

Plasma

N
Muscu

Tiempo
Figura 2. Concentracion de un firmaco en plasma con los diferentes cambios en los

distintos tej1dos.

En la figura anterior se analizé la concentracion de farmaco en plasma. Por lo tanto, en un
modelo de un compartimento se tienen las relaciones de declinacion monofasica del pecfil
de concentracidon-tiempo después de una inyeccidn intravenosa en una escala

semilogaritmica y una ecuacién monoexponencial.

Modelo abierto de dos compartimentos (42).
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El nimero de compartimentos requeridos para describir los perfiles de disposicién del
farmaco pueden vanar, dependiendo de que tan seguido se colecten las muestras y en
cuanto tiempo después de la administracidén el farmaco se distribuye en todo el cuerpo.
Existen tres diferentes tipos de modelo de dos compartimentos y 7 modelos de tres
compartimentos, dependiendo de que compartimento es responsable de la eliminacién del
farmaco. En ausencia de evidencia experimental se asume que el farmaco se elimina
exclusivamente de] compartimento central, esto se debe a que la mayoria de los farmacos se
eliminan por e! higado (metabolismo y excreciéon biliar) y el dfidn (excrecidon urinaria)
ambos estan bien perfundidos por la sangre y tienen acceso al farmaco en el plasma. El

esquema para el modelo de dos compartimentos mas usado es:

Compartimento central Compartimento penférico
R S e ki>

Cp(1) Ct(v)

1 kio

Farmaco eliminado

Ka

Figura 3. Disposicion de un fdrmaco con modelo de dos compartimentos.
En el modelo de dos compartimentos el farmaco describe una curva bifasica en escala

semilogaritmica.

Cp(t)=Axe™ + Bxe
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Los estimados A, B, “a” y “B” se pueden obtener de los interceptos y pendientes de la
grafica concentracién-tiempo. Estos parametros nos serviran para calcular:

Cp(0) = A + B, concentracion plasmatica.

Ve = Div/Cp(0) =Div/ (A + B), volumen de distribucién del compartimento central.
kn=(Axpf + B xa)/ (A + B), microconstante del compartimento periférico al
compartimento central.

ko = a x ( / kz1, microconstante del compartimento central.

kip = a + B - kai — ki, microconstante del compartimento central al compartimento
periférico.

Cl = ko x Ve, depuracion. VP = Cl /B, volumen de distribucién del compartimeno
periférico.

tiz = (0.693 x V() / CI, vida media

Cuando la distribucidn del farmaco sigue un modelo de dos compartimentos, el perfil de
concentracién plasmatica del farmaco-tiempo después de una inyeccidn intravenosa
mostrara una declinacion bifdsica en escala semilogaritmica. La primera fase es una
declinacién répida y es la fase de distribucién o fase “a”, y la segunda fase es la fase de
eliminacion o fase “3”.

2.3.1.2.2. Infusion intravenosa (31).

Es un método directo bajo el cual el farmaco se administra sistematicamente dentro del
cuerpo. Las soluciones intravenosas de farmaco pueden darse como dosis bolo o infundirlas
lentamente a una velocidad constante o de orden cero. La ventaja principal de administrarla
como infusion intravenosa es el control preciso de las concentraciones plasmaticas o

sanguineas de farmaco a las necesidades individuales del paciente.
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Para los firmacos con una ventana terapéutica angosta, la infusidn intravenosa mantiene
concentraciones plasmaticas de farmaco constantes, eliminando las fluctuaciones entre la
concentracidn maxima y la minima en la etapa de la meseta. Ademds la infusion
intravenosa por ejemplo de antibidticos se puede administrar con fluidos intravenosos que
contienen electrolitos y nutrientes y se puede mantener o suspender segun las necesidades.

La curva de concentracion plasmatica contra tiempo que se obtiene después de una infusion

intravenosa es la que se muestra en la figura siguiente:

Estado estacionario
(Meseta)

plasmaéticos

Niveles

Tiempo

Figura 4. Curva de niveles plasmaticos contra tiempo con infusién intravenosa constante.

El farmaco no esta presente al tiempo cero y conforme pasa el tiempo, gradualmente llega
a una concentracion constante (meseta o estado estacionario). En el estado estacionario, la
velocidad con que abandona el cuerpo es igual a la velocidad con la que entra (velocidad de

infusidn), entonces la velocidad de cambio de las concentraciones del farmaco es:

dCp/dt=0 'y
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Velocidad de entrada del farmaco = velocidad de salida del farmaco

(velocidad de infusién) (velocidad de eliminacién)

Basados en este balance de masa se origina la ecuacién farmacocinética para la infusién
intravenosa que dependera del modelo que se trate, de uno o dos compartimentos.

En el modelo de un compartimento, la farmacocinética del fArmaco sera que entra con una
cinética de cero orden y se elimina con cinética de primer orden, El cambio de la cantidad

de farmaco en el cuerpo a cualquier tiempo durante la infusion sera:

dD/dt =R -kD
D, cantidad de farmaco en el cuerpo
R, velocidad de infusién (orden cero)

k, constante de velocidad de ejiminacién (primer orden).

Integrando Ja ecuaciédn anterior y sustituyendo D = CpVd se tiene:

Cp = (R/(VdK)) (1 - ™)
Cp, concentracion de farmaco en plasma

Vd, volumen de distribucién.

Esta ecuacién es la que se observa en la figura 4. La eliminacién del farmaco puede suceder
cuando ya alcanzd |a meseta o antes de |legar a esta y sigue una cinética de primer orden,
cuya pendiente sera igual a —k/2.3.

Desde un punto de vista matematico todas las infusiones se detienen antes de llegar al

verdadero estado estacionario, y este se alcanza unicamente después de un tiempo infinito.
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Para aspectos clinicos, las concentraciones de farmaco en plasma antes de, pero cercanos al
estado estacionano se considera ya del estado estacionano, (Css).
En el tiempo infinito, t = e y e*' se aproxima a cero y s tiene la siguiente ecuacién:

Cp = (R/(VdK)) (1 —¢™)
Css = R/Vdk

Css =R/Vdk =RCI.

Cl, depuracién del farmaco.

La ecuacién anterior nos indica que las concentraciones en el estado estacionario son
dependientes det volumen de distribucion, de ]a constante de velocidad de eliminacidn y de
la velocidad de infusién, pero inversamente proporcional a la depuracién.

El tiempo para alcanzar el estado estacionario es dependiente de la constante de velocidad
de eliminacién del fdrmaco para un volumen constante de distribucion y por consiguiente,
de la vida media. Para un proceso de orden cero, si la velocidad de entrada es mas grande
que la velocidad de eliminacién, las concentracjones de firmaco en plasma incrementaran
en el estado estacionario.

. Muchos farmacos al administrarlos siguen una cinética de dos compartimentos y, por lo
tanto, se requiere una distribucion y equilibno del firmaco antes de alcanzar niveles
sanguineos estables. El tiempo para alcanzar los niveles en el estado estacionario dependera
solamente de la vida media al igual que en el modelo de un compartimento. La ecuacion

que describe la concentracién de farmaco plasmatica en funcién del tiempo es:

Cp = R/Vdk [1 ={(k - b)/(a - b)}e™ - {(a—k)/(a - b)}e™]

a 'y b son constantes de velocidad hibridas
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R. velocidad de infusién

Al estado estacionario (t = «), la ecuacidn nos queda:

Css =R/Vdk

Rearreglando esta ecuacidn se puede calcular la velocidad de infusién que se requiere para

alcanzar concentraciones del farmaco en el estado estacionario:

R = CssVdk.

2.3.1.2.3. Farmacocinética no compartimental (31)

El tratamiento compartimental de los datos experimentales es inherente al estudio cinético
de los farmacos, sin embargo en los Gltimos afios, este estudio se lleva a cabo con mucha
frecuencia, mediante un tratamiento no compartimental, tambjén conocido como modelo-
independiente.

Este tipo de estudios se realiza debido a lo complicado que resulta el tratamiento
compartimental, al reducir la representacion del organismo a unos pocos compartimentos,
lo que conileva en muchos casos que las microconstantes de los mismos sélo sean meros
artefactos matematicos. La razén principal reside en que en farmacocinética clinica no es
posible, en la mayoria de los casos, disponer de un niumero suficiente de puntos
experimentales para poder realizar un estudio farmacocinética compartimental correcto v,
por otro lado, el principal objetivo es establecer un régimen de dosificacién adecuado, lo
que se consigue conociendo un numero relativamente limitado de pardmetros
farmacocinéticos, cuya obtencién es factible con el tratamiento no compartimental.

La farmacocinética no compartimental puede definirse como el tratamiento de los datos

experimentales que permite estimar los pardmetros farmacocinéticos sin necesidad de
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ajustarlos a un modelo determinado. Se basa simplemente en la disposicion del tarmaco en
la fase terminal de la curva de niveles plasmaticos, sin necesidad de establecer ningun tipo
de interrelacion entre el farmaco y el sustrato bioldgico sobre el que se encuentra. Las
tomas de muestra en esta fase deben prolongarse mas alla de un periodo de tiempo
equivalente a tres vidas medias del farmaco, lo que obliga a disponer de esta informacion
previa acerca de éste pardmetro. A pesar de que el proceso de eliminacion de los farmacos
generalmente es de primer orden debera comprobarse esta aseveracion, mediante regresion
lineal simple de los logaritmos de los niveles plasmaticos frente a tiempo, en la fase
terminal de la curva de niveles plasmaticos.

Parametros farmacocinéticos.

Tras la administracién intravenosa de un farmaco los parametros farmacocinéticos que
pued-en estimarse son:

Kel o B, constante de velocidad de eliminacion. ABCy . «, drea bajo la curva de cero a
infinito. CL,, depuracién plasmatica. TMR, tiempo medio de residencia y Vd, volumen de
distribucidn.

La eliminacién del farmaco en la mayoria de los casos es un proceso cinético de primer
orden, por consiguiente, mediante regresion lineal simple de los logaritmos de las
concentraciones plasmidticas frente al tiempo en la fase de eliminacidon, se supone que
corresponde a un proceso monoexponencial, independientemente del modelo
farmacocinética a que pudiera ajustarse el farmaco. La constante de eliminacion del
farmaco est4 dada por la siguiente expresion:

InC = -kel x t + InCo 6 InC=-8xt +InCo.

57



INTRODUCCION Y GENERALIDADES

La vida media bioldgica. ty, estard dada por la expresion:

ty, = In2 / kel 6 t,=In2/p.

El érea bajo la curva (ABC) por el método trapezoidal en una administracion intravenosa
o extravasal esta dada por las expresiones siguientes:

ABCo-1= 2o-1 (Cra +Co )/ 2 (ta—taa)

ABCy... = ABCy-, +C,/kel.

El método de los trapezoides para estimar el area es un procedimiento, donde se considera
el 4rea bajo la curva del intervalo correspoudiente a dos tomas de muestra consecutivas
como la de un trapecio (producto de la semisuma de la base por la altura). El 4rea total de la
curva desde tiempo cero a tiempo t, equivaldra a la suma de las dreas de todos los trapecios
considerados en este periodo de tiempo:

ABCy = ABC .+ ABC»

Tiempo Medio de Residencia (TMR)

Es el tiempo, que en promedio, permanece en forma inalterada una molécula de farmaco en
el organismo durante su transito por €l.

Este concepto se basa en la aplicaciéon de momentos estadisticos a la farmacocinética. Esta
teoria asume que el movimiento individual de las moléculas del famnmaco a través del
organismo viene gobemnada por ¢l azar, de forma que la probabilidad, es muy pequetia para
un tiempo de residencia practicamente cero, asi como para un tiempo de residencia muy
prolongado, siendo los tiempos de permanencia intermedios entre estos dos valores
extremos mucho mas probables. Se considera que el curso de la concentracion plasmatica

de un farmaco en el organismo puede expresarse mediante una curva de distribucion
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normal. Asi, el tiempo de residencia de un firmaco en e} organismo puede concebirse como
una distribucién de frecuencias con una media (TMR) y una varianza (TVR).

Tras la administracién intravenosa de una deterrninada dosis de un farmaco, un gran
nimero de sus moléculas se distribuye a través del organismo. Unas moléculas residen en
el organismo durante un corto tiempo, mientras que otras permanecen en él mas tiempo, lo
que ocurra uno u otro caso depende del azar. Por ello, si se considera la eliminacidn de un
farmaco desde este punto de vista, dicho proceso sera estocastico. El término tiempo medio
de residencia (TMR) corresponde al tiempo que en promedio, residen en el organismo las
moléculas del farmaco (o tardan en abandonar el organismo). Puede considerarse como
tiempo medio de trnsito 0 de permanencia, es un parametro independiente del modelo
cinético al que puede ajustarse el farmaco.

El tiempo medio de residencia de las moléculas de un firmaco serd la suma de los tiempos
de permanencia de cada molécula dividida entre la dosis D:

TMR =Y n tixfi /21 nfi

ti, valores de tiempo de permanencia y fi, el nimero de moléculas correspondientes a cada
uno de ellos (frecuencia).

Considerando los miligramos de farmaco y la expresion en términos de velocidad se tiene:
TMR =[p® txCxdt / [ Cxdt

Donde el valor [¢° t x C x dt se conoce con las siglas de ABCMy.. y [p® Cxdt esel
ABCy.w , porello la ecuacion anterior se puede escribir como:

TMR = ABCMj. / ABCp .

Para la determinacidn del valor de TMR se asume un modelo estocastico cuyas principales

premisas son:
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a) Una vez administrado el farmaco, el tiempo medio de residencia de las moléculas en
el organismo se basa en una distribucion estadistica de frecuencias.
b) La eliminacidn del farmaco se realiza de acuerdo a un proceso de primer orden.
Se definen dos momentos estadisticas en farmacocinética:
A) Momento de orden cero. Equivale al valor del 4rea bajo la curva de niveles
plasmaticos frente al tiempo:
ABCy.o =" Cx dt
B) Momento de orden uno (ABCM), cuya expresion matematica €s:
ABCMg.w = §¢™ tx C x dt.
2.3.2 ESTUDIOS DE TOXICIDAD.
Dependiendo de la naturaleza del fiarmaco, su uso y los resultados de los estudios
farmacoldgicos, se determina el programa de estudios toxicoldgicos que pueden incluir
todos o algunos de [os siguientes conceptos:
e De toxicidad aguda
e De toxicidad subaguda o subcrdnica
e De toxicidad crénica
e De carcinogenética
e De toxicidad especial
e De toxicidad reproductiva
o De genotoxicidad

o De toxicocinética
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2.4 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacion de un método analitico se define como el proceso por el cual se establece
mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas de capacidad del método cumplen
con los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. Los métodos analiticos que
presentan més dificuitad para validarse son los que van a ser aplicados en fluidos
bioldgicos, debido principalmente a que las variables son mas dificiles de controlar ya que
las concentraciones en que se encuentran los farmacos son muy pequefias (del orden de
pg/mL y ng/mL). Los parametros a determinar para la validacién son: linealidad, precision,
exactitud, reproducibilidad, especificidad, concentracidon minima cuantificable,

concentracion minima detectable y estabilidad (43, 44, 45)

2.5 CASIOPEINAS

La introduccién a la clinica oncolégica de compuestos inorganicos como el cis-platino
(cis[Pt(NH3),Cl;], complejo con platino hidrosotuble, inorganico y divalente) cuya
capacidad anticancerigena ha sido demostrada en pacientes con cancer de vejiga, cabeza y
cuello, cancer ovarico avanzado y de endometrio, ha abierto un amplio campo de
investigacion dentro del disefio de moléculas bioinorganicas con nucleos metalicos. Se
empezaron a investigar moléculas que compartian aquellas caracteristicas quimico-
estructurales a las que se les atribuye la actividad bioldgica parecida a la del cisplatino
sobre las células cancerosas, pero que no producian la toxicidad renal, auditiva y sobre

sistema nervioso central que acompaiia la terapia con este farmaco.
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La basqueda de compuestos que demuestren mayor eficacia y seguridad en su aplicacion
terapéutica ha conducido al disefio, sintesis y posterior evaluacion de una familia de
compuestos de coordinacién llamada Casiopeinas®, cuyo ndcleo metalico es el cobre. (1-5).
Se han establecido convenios de colaboracion técnico-cientifica y de intercambio con el
[nstituto Nacional de Cancerologia (INCan) de la Secretaria de Salud, para en un futuro
llevar a cabo su aplicacion clinica.

Durante el desarrollo de estas moléculas se tomaron en cuenta tres aspectos fundamentales:
1) 1a inclusién de un metal esencial en vez del platino, lo que disminuye su toxicidad, su
estado de oxidacion y su numero de coordinacién; 2) la formacion de quelatos que
favorecen la orientacion”cis” alrededor del i6n metélico y 3) la asociacién de moléculas
con capacidad quelante que le confiere diferentes niveles de hidrofobicidad, con
sustituyentes periféricos que pueden modificar las propiedades de los compuestos. Estas
caracteristicas se reflejan en las propiedades de los complejos en términos de su
solubilidad, potencial electroquimico, capacidad de transporte a través de membranas y
estabilidad, de tal manera que se lleve a cabo una interaccion de estos compuestos con el
acido desoxirribonucleico, propuesta como su mecanismo de accion (6,7).

Las casiopeinas sometidas al proceso de obtencidn de patente contienen cobre (II) como
nucleo metalico, cuya principal ventaja con respecto al platino es su participaciéon como
cofactor enzimatico en muchos procesos bioquimicos normales del organismo. Este metal
forma quelatos con diiminas (bipiridinas o fenantrolinas sustituidas) y con aminoacidos o
bien con donadores de oxigeno (acetilacetonato o salicilaldehidato).

La férmula general de las casiopeinas es [Cu (N-N)(N-O)H,0] NOs, 6 [Cu (N-N) (0-0)

H,0] NOj3; donde N-N es una diimina (ligante neutro) como la t,10-fenantrolina o la 2,2’-
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bipiridina, sustituidas por radicales fenilo, metilo o grupos nitro en diferentes posiciones -
4,7;-5,6; 0 -3,4,7,5, en el caso de las 1,10-fenantrolinas, o bien en las posiciones 4,4’ en el
caso de las bipindinas; en tanto que el donador N-O puede ser cualquier aminoéacido
esencial y el donador O-O es un acetilacetonato (acac) o un salicilaldehidato (salal), como
ligantes anidnicos. Las diversas combinaciones entre los sustituyentes de las casiopeinas ha
originado la sintesis y caracterizacion de alrededor de 100 compuestos.

2.5.1 Casiopeina IIl-ia (No. CAS 223930-33-4, C,7H,9Cu N,O> eNO3).

La casiopeina IIl-la, de férmula quimica ([Cu(4-4’-dimetil-2,2’-bipiridina)
(a-cetilacetonato)] NO3), y la casiopeina lIgly, de férmula quimica [Cu (4,7-dimetil, |, 10-
fenantrolina)(glicina)H,OJNO; se han sometido en una primera etapa a todos aquellos
estudios quimicos (electroquimicos, fisicoquimicos, cristalograficos, etc) (8,9) que defiren
las caracteristicas y propiedades estructurales de las moléculas (10,11,16). Ambos
compuestos han sido probados en modelos tanto in vivo como in vitro (4, 5, 6) mostrando
poseer una importante actividad anticancerigena. De manera paralela, se estudié su
mecanismo de accion que al parecer consiste en la induccion de apoptosts en las células
cancerosas (135).

En una siguiente etapa dentro de la investigacién, y tomando en cuenta que su disefio fue
orientado hacia una futura aplicacién dentro de la terapéutica oncoldgica, se iniciaron una
serie de ensayos preclinicos empleando una bateria de modelos experimentales en animales
a fin de determinar su probable actividad biolégica y, de ser el caso, determinar su eficacia
y toxicidad (14, t5).

Siguiendo el protocolo de cemimiento y pruebas de evaluaciéon de actividad

anticancerigena, establecido por el Cancer Chemoterapic National Service Center,
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perteneciente al National Cancer Institute. (NCI), Bethesda, Maryland, E.U.A., se logré
identificar a la Casiopeina Illia y Casiopeina Ilgly como agentes de interés potencial, cuyos
estudios de su actividad bioldégica en los diferentes modelos establecidos para tal fin
confirmaron su desarrollo a la fase preclinica.

La casiopeina Illia, cuya estructura se muestra en la figura 2, presenta un ligante bidentado
donador de oxigenos y un ligante bidentado donador de nitrogenos, con geometria cuadrado

plano.

Figura S. Estructura de} compuesto de Casiopeina Illia, No. CAS 223930-33-4

Este compuesto demostrd actividad anticancerigena en modelos in vitro, al evaluar la
inhibicién del crecimiento de un cultivo celular empleando lineas tumorales humanas y
murinas. En lineas humanas se evidencié la necesidad de utilizar concentraciones 500 veces
menores que las necesarias para e} cisplatino para inhibir el 50% del crecimiento celular en
lineas de carcinoma cérvico-uterino humano (Hela) y alrededor de 150 veces menos en
células SiHa. Cuando se emplearon lineas mucinas de carcinoma de pulmén de Lewis, linea

celular altamente metastasica, no se encontroninguna actividad, ni del cisplatino (4).
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La evaluacion in vivo, en lineas tumorales murinas transplantadas en cepas singénicas,
mostrd actividad anticancerigena sobre melanoma (Bi), leucemia linfoide (L)210), sarcoma
(Sis0) y carcinoma de pulmén de Lewis (LL), determinada en funcion del porcentaje de
sobrevida (%ILS, indice de sobrevida). Los hallazgos mostraron, dependiendo de la dosis,
la via de administracién y el esquema de tratamiento, remisiones totales y sobrevidas de
hasta un 98% (6). En experimentos recientes, realizados sobre lineas tumorales humanas de
cancer de colon, de mama y cérvico-uterino, asi como en una linea celular murina de
leucemia linfoide (L,310) Xenotransplantada en ratones desnudos, se ha observado un
encapsulamiento del tumor en aquellos animales tratados con casiopeina Illia, en tanto que
el mumor se encuentra diseminado en los animales tratados con cisplatino, empleado éste
como farmaco de referencia.

Los valores de dosis letal 50 de la Casiopeina IIlia, administrada por via intraperitoneal, se
determinaron en ratdén cepa NIH, tanto en machos como hembras y en ratas Wistar, tanto en
macho como hembras. Estos estudios estan atn en proceso y los resultados hasta el
momento se reportan en la Tabla 3. Para el cisplatino se conoce que la LDsg en actividad
antitumoral en ratones con plasmacitoma murino ADJ/PC6, por via intraperitoneal, es de
[1.6 mg/kg.

En rata Wistar (hembra en proceso de reproduccién) se realizé un tratamiento de tumor
mamario espontdneo determinando el tamafio y la localizacién del tumor por la técnica
PET (Tomografia de Emisién de Positrones), con marcador para diagnéstico de '8F.
glucosa, que se asocia a tumores glicoliticos. De esta manera se diagnostica el tumor o
tumores y se determina su volumen total. Se indicd tratamiento con Casiopeina Illia, 3

dosis de 6 mg/kg por via intravenosa y se observé una remision total del tumor en un mes.

65



INTRODUCCION Y GENERALIDADES

Tabla 3 Dosis letal media (DL50) de Casiopeina IIlia en ratén NIH y rata Wistar, via

intraperitoneal.

DLso (mg/kg)
Ratéon macho NIH 24.68
Raton hembra NIH 32.33
Rata Wistar macho 14.36
Rata Wistar hembra 19.99
2.6 CISPLATINO

2.6.1 Panorama prectinico

El cisplatino (cis-diaminodicloroplatinoll) es un complejo de coordinacidén propuesto por
Rosenberg y col. (53) que posee actividad antibiética. Sus estudios demostraron que el
compuesto inhibia el crecimiento de £. Coli y destruia y transformaba a la bactenia en
estructuras filamentosas muy largas, en vez de la forma normal de bastén. Estudios
subsecuentes (21) establecieron su actividad antitumoral en animales experimentales
(ratones JCR) con tumor tipo sarcoma 180. En 1972, el NCI (National Cancer Institute)
empezo los estudios de cisplatino en la clinica. Hasta ahora es ¢l compuesto de eleccién en

la quimioterapia de varjos cdnceres humanos.

2.6.2. Mecanismo de accion
El cisplatino es un complejo de coordinacién cuadrado plano que contiene como atomo
central al platino rodeado de 2 atomos de cloro y 2 moléculas de amonio. La actividad

antitumoral de este complejo es mas alta cuando el cloro y el 16n amonio tienen posicion cis
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comparada con la posicidn frans. La inhibicion del crecimiento del tumor por el cisplatino
parece ser debida a la inhibicién de la sintesis del DNA, y la configuracién cis del
cisplatino favorece la formacién de cadenas cruzadas internas en el DNA (54-58). Estudios
recientes sugirieron que estas cadenas cruzadas pueden formarse a través de la posicién N-7
de las bases de guanina adyacente, resultando una desnaturalizacion local de la doble hélice
del ADN (59). Sin embargo, este entrecruzamiento se presenta en las dos posiciones cis y
trans, por lo que resulta una propuesta cuestionable, va que la posicion frans no tiene

actividad antitumoral.

2.6.3. Farmacologia

Estudios iniciales de farmacocinética del cisplatino en animales indicaron que se elimina
del organismo de una manera bifasica (61,62), La vida media de distribucién (constante de
eliminacién alfa) es menos de 1 h y la vida media de eliminacién (beta) fue de 4-5 dias en
perros y de dos dias en ratas (61). La administracion de diuréticos y fluidos intravenosos
después del cisplatino no alteraron significativamente la farmacocinética del farmaco, pero
si disminuyeron drdsticamente la concentracion de platino en Ja orina (63, 64). Este
método de administracién redujo en alto grado la nefrotoxicidad en los pacientes (62). La
vida media de eliminacion plasmatica (beta) en humanos fluctta de 58 a 73 h (61, 62).

El cisplatino puede reaccionar con moléculas de agua en el plasma para formar especies
monoacuo y diacuo que pueden reaccionar con varios nucledfilos. El analisis por
espectrofotometria de absorcién atdmica fue inadecuado para descrbir la farmacologia del
cisplatino, analizando platino total. En 1977 se describié un método para medir niveles en
plasma de platino como farmaco libre y unido a proteinas. Optimizaciones de este método

han hecho posible medir las concentraciones en plasma del farmaco inalterado y otras
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especies (metabolitos y productos de degradacion) por cromatografia de liquidos (65-68).
Los resultados de éste y otros estudios indicaron que después de una dosis bolo, los niveles
en plasma del farmaco libre disminuyen de un modo bifasico con vida media de
eliminacion (constante de eliminacién beta) de 32 — 53.5 min. Probablemente, Ja vida
media de de distribucion (alfa) del platino total plasmatico observado en estudios recientes
representa la depuracion del plasma de platino libre. Después de 3 h de la administracion
de cisplatino, aproximadamente el 90% del platino en plasma es farmaco unido. Estudios in
vitro de unién a proteinas plasmaticas de cisplatino demostraron que la cantidad de platino
libre disminuye, durante Jas primeras 10-12 h de incubacion.

La farmacologia parece ser compleja. La disociacion def cloruro de cisplatino en plasma
permite que se formen un ndmero de especies reactivas que forman complejos con
moléculas pequenias y nucledfilos. En suma, la unidn a proteinas posiblemente via unidades
del 16n amonio, complica mas los analisis farmacocinéticos. Para clarificar estos resuitados

es necesario contar con métodos mas sensibles para su deteccién.

2.6.4. Actividad antitumoral

Se ha demostrado su actividad antitumoral en un buen nimero de sistemas experimentales
incluyendo melanoma B-16, carcinosarcoma Walker 256 (69), sarcoma 180 y leucemia
L1210(21) (57) y tumores mamarios inducidos- DMBA (carcindgeno dimetilbenceno
antraceno) en ratas (70). En combinacion con otros agentes quimioterapéuticos, metotrexate
y daunomicina, el cisplatino demostré efectos terapéuticos aumentados en leucemia L1210
comparados a los obtenidos con la administracion sola del compuesto y se demostrd

ausencia de resistencia cruzada en tumores resistentes a agentes alquilantes (71).
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Tratamientos combinados con radioterapia sugieren un efecto sinérgico del cisplatino en la

actividad antitumoral (72).

2.6.5. Toxicidad

La principal toxicidad del cisplatino se observé primero en pertos, monos (73) asi como en
los estudios en pacientes en estudios clinicos de fase . Los efectos téxicos son: toxicidad
renal que limita la dosis que puede darse, ndusea, vomito, mielosupresion, ototoxicidad y

disminucion de electrolitos en suero sanguineo.

2.6.6. Analogos del cisplatino

Se han sintetizado muchos analogos del cisplatino. Un gran nimero de elios ha presentado
actividad antitumoral en animales experimentales y muchos presentan menor
nefrotoxicidad (74,75).

Una clase de analogos que contienen moléculas de 1,2-diaminociclohexilo mostré actividad
sobre la linea celular L1210, que habia desencadenado resistencia al cisplatino (57). Uno de
estos compuestos, el malonato de 1,2 diaminociclohexilo platino II, demostré actividad
antitumoral en tumores humanos (76, 77) algunos de los cuales presentan resistencia al
cisplatino.

Otro grupo de analogos de platino con valencia 4+, (platino [V), puede tener una actividad

adicional sobre el DNA que es diferente a la de los compuestos de platino II,
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relacionandose con un efecto en la fosforilacion de la proteina en el nicleo de las células

tumorales y de las normales. (78).

I1. Hipétesis

La Casiopeina IIlia, compuesto de coordinacion con cobre II en la parte central y con
actividad antineoplésica demostrada in vitro, al administrarse intravenosamente presentara
niveles plasmaticos distribuidos preferentemente en circulacion sanguinea por ser un
compuesto hidrofilico y por presentar forma idnica en soluciones acuosas puede presentar
unioén a glébulos rojos en la sangre. El comportamiento de este compuesto en general,

presentara una cinética de eliminacion de primer orden en un modelo bicompartimental.

TESS CON |
FALLA DE ORIGEN |
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IV. Parte experimental

4.1 Reactivos

La casiopeina Illia (Cas Illia) fue sintetizada por el grupo de Dra. Lena Ruiz, en la
Facultad de Quimica, UNAM, segun las patentes (1,2)
Albimina bovina, Sigma Chemical Co.

Prednisona, estandar secundario.

Metanol grado cromatogréfico, Tecnolab

Heparina, Inhepar, PISA (Farmacéutica mexicana), 1000 U/mL.
Fosfato de sodio monobasico RA, J.T. Baker

Fosfato de sodio dibasico RA, J.T. Baker

Agua grado HPLC (destilada, desionizada y filtrada)

Hidrdxido de sodio RA, J.T. Baker

4.2 Material Biologico
Ratas Wistar, peso promedio entre 250 y 300 g , Harlam Fac. de Quimica

Perro beagle, peso entre 13.6 y 11.6 kg

4.3 Equipo

Sonicador Cole-Palmer, modelo 8890

Equipo desionizador de agua, Millipore
Equipo para filtracion de disolventes, Millipore
Balanza analitica Sartorius, modelo A210P
Centrifuga Sigma 2-15

Vortex Thermolyne, modelo M37615

71



PARTE EXPERIMENTAL

Potenciémetro Orion Research, modelo 301

Equipo de dialisis, Spectrum, modelo 5 unidades.

Bomba de perfusion, Abbot Modelo 3000.

Cromatografo de liquidos Shimadzu, con bomba isocratica (Modelo LC10Avp), un detector
uv de longitud de onda variable (Modelo SPD10Avp), inyector con loop de 50 uL (Cotat
CA, }JSA) y un integrador Shimadzu (Modelo C-R501).

Columna Symmetry C18, 5u, 4.6 x 250 mm

Precolumna security Guard Phenomenex C18

Congelador LAB-Line Instruments, INC.) Temperatura de —20°C

Equipo de dialisis Spectrum 5-celdas.

4.4 Soluciones

Solucién amortiguadora de fosfatos 64 mM, pH 7.4.

Soluciéon de hidroxido de sodio 1.0 M.

Solucidn al 4% de albimina humana.

Solution de albiimina 0.1 g/dL en solucién amortiguadora de fostatos 0.064 M

Solucién de alfa-glicoproteina acida (AAG) 1| mg/mL, en solucién amortiguadora de

fosfatos 0.064 M

Fase movil: soluciéon amortiguadora de fosfato de sodio 0.01M, pH 6.2 = 0.5, Metanol
grado CLAR (60:40)
Solucién patréon de estandar interno de Naproxen, 10 mg/mL para el método de CLAR en

orina.

Solucion patrén de estandar interno de acetaminofén, 25 ug/mL. Estandar interno para el

método de CLAR en sangre total.
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Solucion estandar de casiopeina [1lia en metanol-agua (6:10), 500 pg/mL.
Solucion de casiopeina Illia (10 mg/mL) en metanol-solucién salina (1:10).
Solucion patrén de casiopeina Illia, 500 pg/mL, en plasma

Solucidn al 10% de ZnSO4

Solucién amortiguadora de fosfatos 0.01M pH 6.7

Solucién patrén de Cas Illia en orina, concentracion de 1000 pg/mL.

Solucion de Cas Illia en orina, concentracidon de 50 ng/mL

Solucién patrdn de clorhidrato de Ranitidina en metanol, concentraciéon 500 pg/mL
Solucioén de clorhidrato de ranitidina en metanol, concentracion 5 pg/mL para el método de
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) en orina.

Solucidn de hexansulfonato de sodio 5 mM en agua.

4.5 Métodos
4.5.1 Método para determinar la solubilidad de casiopeina I[1I-ia

Se utilizd el método de Yalkowsky (79), caracterizando al compuesto por
espectrofotométria ultravioleta. Se considero su estructura como complejo de coordinacion
en forma de sal nitrato y la forma de dosificacién que seria solucion intravenosa.

La solubilidad se estudid en diferentes soluciones: agua, metanol, etanol, solucion
de fosfatos pH 7.4 y solucidn salina, ya que estos disolventes y soluciones se utilizarian en
el método por CLAR y en la formulacién de solucion intravenosa. Se pesaron 5 mg del
compuesto y se diluyeron en 5 mL del disolvente a estudiar (concentracion 1 mg/mL), se
agitd y se realizé un barrido en el espectrofotometro de 200 a 400 nm, observandose los

diferentes maximos de absorbancia en las diferentes soluciones.
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4.5.2 Método analitico para la cuantificacién de Casiopeina Illia en plasma

Este método se reporté en el articulo Fuentes-Noriega y col.J. Chrom. B, 772 (2002)

115-121. (14), las condiciones cromatograficas se muestran en la Tabla 4, y las condiciones

bajo las cuales se obtuvieron los pardmetros de validacion se explican en los parrafos

4.522y4523.

Tabla 4. Condiciones cromatogréficas para la cuantificacion de Casiopeina Illia en plasma

Condicién
Columna Symmetry® C,g, Su, 4.6 x 250 mm
Precolumna Security Guard Phenomenex Cjg
Fase movil Metanol:Fosfatos pH 6.1, 0.01M (40:60)
Flujo 0.8 mL/min
Longitud de onda 262 nm

Volumen de inyeccion

100 uL, asa de 50 uL.

Estandar interno

Naproxen (10 ug/mL)

4.5.2.2. Curvade calibracion de Casiopeina IIlia en plasma de rata

Se prepard una curva de calibracion en plasma en el intervalo de 5 a 100 ug /mL partiendo

de la solucion patrén de 500 ug/mL

4.5.2.3. Extraccidn de Cas Illia en plasma y su cuantificacion por cromatografia de liquidos

de alta resolucion (CLAR).

A 1 mL de plasma (problema o solucion de curva de calibracion) se adiciona 1 mL de

metanol CLAR, que contiene el estdndar interno, Naproxen 10 ug/mL y se agita en vortex
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por 20 segundos, tras lo cual se le adicionan 0.1 mL de ZnSO4 al 10%, se agita en vortex
por 20 segundos. Se centrifuga a 6988g por 10 minutos, se filtra el sobrenadante por un
filtro Acrodisc (Gelman Sciences) de 0.2 um y se coloca el sobrenadante en un vial para

cuantificarlo por CLAR (14).

4.5.3 Método analitico para la cuantificacion de Casiopeina I1lia en sangre

Este método se baso en el reportado en la tesis de Antonio Jarquin Julia (Facultad de
Quimica, posgrado de Ciencias Quimicas (Farmacia) 2001 (52). Se optimizaron las
condiciones para bajar las concentraciones hasta 5.0 pg/mL

Las condiciones cromatograficas se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones cromatograficas para la cuantificacion de Casiopeina Illia en sangre
de rata.

Condicién
Columna Symmetry® Cg, 5, 4.6 x 250 mm
Precolumna Security Guard Phenomenex Ci3g
Fase mévil Metanol:Fosfatos pH 6.1, 0.01M (40:60)
Flujo 0.8 mL/min
Longitud de onda 262 nm
Volumen de inyeccion 100 uL, asa de 50 uL.
Estandar interno Ranitidina (2.5 ug/mL)

4.5.3.2 Preparacion de la curva patron en sangre de rata.
Se prepar6 una curva de calibracion en el intervalo de 5— 100 ug /mL a partir de la

solucién patron de Casiopeina I1lia, 500 pg/mL en sangre de rata
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4.5.3.3. Procedimiento para cuantificar Casiopeina Illia en sangre de rata.

En un tubo de centrifuga heparinizado adicionar 600 puL de metanol (grado CLAR) mas
200 pL de sangre adicionada de Casiopeina Illia, agitar 30 seg. en vortex.

Adicionar 50 pL de ZnSO4 al 10% mas 150 uL de estandar interno (Ranitidina, 2.5 pg/mL
en fase movil). Agitar 30 seg. en vortex.

Centrifugar a 6988g durante 5 min., separar el sobrenadante, filtrar por filtros nylon 0.2

um e inyectar 100 pL al cromatégrafo.

4.5.4. Método analitico para cuantificar Cas Illia en orina de rata
4.5.4.1. Las condiciones cromatograficas para la cuantificacion de Cas Illia en orina se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones cromatogréficas para la cuantificacién de Cas Illia en orina de rata.

Condicion
Columna Thermo hypersil-keystone C18,250 X 4.6
mm, Spm.
Precolumna Security Guard Phenomenex C3
Fase movil Metanol:solucion amortiguadora de fosfatos

pH 6.7, 0.01M : hexansulfonato de sodio 5
mM (30:65:5) v/v.

Flujo 0.8 mL/min

Longitud de onda 274 nm

Volumen de inyeccion 50 pL, asa de 50 pL.

Estandar interno Clorhidrato de ranitidina (5.0 pg/mL
Tiempo de corrida 13 minutos
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4.5.4.2. Preparacion de la curva patrén en orina de rata

Se prepar6 una curva de calibracion considerando las soluciones de Cas IIlia en orina de
1000 pg/mL y de 500 pg/mL, en el intervalo de concentraciones de 6 — 30 ng/mL

4.5.4.3 Procedimiento para cuantificar casiopeina Illia en orina de rata.

Se sigue el mismo método especificado en el parrafo 4.5.2.3 mencionado para el método de
extraccion de Cas Illia en plasma. Los cambios efectuados en la técnica fueron el del
estandar interno naproxeno por el clorhidrato de ranitidina con una concentracion de 5

ug/mL y la centrifugacidn se realizé a 25155g por 10 minutos en tubos eppendorf.

4.5.5. Determinaciéon de union a proteinas de Cas Illia por el método de dialisis al
equilibrio. Se reporto el estudio preliminar en referencia (14).

4.5.5.1. Preparacién de la curva de calibracion de Cas Illia en solucidén émoniguadora 64
mM pH 7.4

Se utilizaron las mismas diluciones que para el método en plasma con la misma técnica, se
llevaron al aforo con solucién amortiguadora 64 mM pH 7.4, mencionado en el parrafo
453.2.

4.5.5.2. Preparacion de la curva de calibracion de Cas Illia en presencia de albumina.

Se utilizaron las mismas diluciones que para el método en plasma de rata con la misma
técnica, se llevo al aforo con solucion de albumina al 0.1%. Parrafo 4.5.2.2.

4.5.5.3. Preparacion de la curva de calibracion de Cas Illia en presencia de plasma humano.
Se utilizaron las mismas diluciones que para el método en plasma de rata con la misma

técnica, se llevé al aforo con plasma humano.
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4.5.5.4. Determinacién del grado de unién de Cas IIlia a la membrana. Se preparé una
solucion de Cas Illia en solucion amortiguadora de fosfatos 64 mM a una concnentracion
de 50 pg/mL y se dializé durante 5 h. Se tomaron muestras a las 2, 3,4 y 5 h, considerando
una de las celdas como blanco.
4.5.6. Validacion del método analitico para la cuantificaciéon de Casiopeina Ill-ia en
sangre, plasma u orina de rata.
4.5.6.1. Especificidad

La especificidad del método se determindé analizando que ninguno de los
componentes endogenos de la sangre (plasma u orina) interfirieran con el tiempo de
retencion de la Casiopeina Ill-1a. Se analizaron cromatogramas del fluido biolégico con y
sin farmaco en una muestra del fluido.
4.5.6.2. Linealidad del sistema

Para determinar la linealidad del sistema se prepararon 3 curvas patron de
Casiopeina Ill-ia en metanol en el intervalo de concentracion de 5 —50 pg/mL. Se grafico la
relacion de 4reas obtenidas del area de Casiopeina [ll-ia / el 4rea del estandar interno
contra la concentracién estudiada de Casiopeina Ill-ia, a fin de determinar si los datos se
ajustan a un modelo lineal simple descrito por la ecuacién

Y=mx+b..... (1)

Donde
Y, relacion de areas de Casiopeina Ill-ia y el estandar interno
X, concentracion de Casiopeina Ill-ia
Los estimados m y b se calcularon utilizando el método de minimos cuadrados, asi también

el coeficiente de variacion (cv) y el de determinacion (r*).

78



PARTE EXPERIMENTAL

4.5.6.3. Linealidad del método

La linealidad del método se refiere a la proporcionalidad entre la concentracion del
analito y su respuesta. Para su determinacién se prepararon 3 curvas de Casiopeina Illia en
sangre de rata (plasma u orina), de acuerdo con el método descrito en la seccion 4.5.3.2,
4.5.2.3 y 4.5.4.2, en el intervalo de concentraciones de 5 a 50 ug/mL. En el caso de plasma
de humano el intervalo evaluado fue de 5 a 100 pg/mL. Para el caso del método en orina
también se prepararon 3 curvas de Cas [llia en orina segun el parrafo 4.5.4.2.

Se graficd en el eje de las “y” la relacion de areas de la Casiopeina Illia y el
estandar interno contra el eje de “x”, la concentracién del analito, a fin de determinar si los
datos se ajustan a un modelo de regresion lineal. Se determiné la desviacion estdndar de
regresion (Syy), coeficiente de variacion (cv) y el coeficiente de determinacion (rz).
4.5.6.4. Precision del método (Repetibilidad y Reproducibilidad)

La repetibilidad se evalud en un solo dia bajo condiciones idénticas de analista y
equipo. Tres concentraciones (puntos control) dentro de la curva patrén pero diferentes a
las de la curva, 7, 12, 27 pg/mL, se trabajaron por quintuplicado. Para el caso del método
en orina los puntos control trabajados fueron 8, 16, y 24 ug/mL de Cas IIlia. Se determin6
la media arirmética (y), desviacidn estandar (S) y coeficiente de variacion (cv).

La reproducibilidad se evalué en dos dias de trabajo, variando sélo el analista y
conservando las condiciones de equipo y de laboratorio. Se prepararon los mismos puntos
control trabajados en el primer dia por quintuplicado.
El modelo que representa la relacion entre la variable de respuesta y los factores bajo
estudio (analista/ dia) se representa en la ecuacion 2:

Yik =+ + i) T 8kij) voreereernen (2)
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Donde:

Yijx, repetibilidad de la Cas Ilia de la k-ésima muestra, del j-ésimo dia por i-ésimo analista.
i, media general

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

Sjiy » efecto del dia anidado en el analista (reproducibilidad intra-analista o interdia o
interanalisis), j=1,..., d (en este caso d=2)

Ek(j) » €rror experimental o error asignable al método (repetibilidad), k = 1,.....,r ( en este
caso r =3).

Para determinar si los factores de variacién afectan a la variable de respuesta se realizd un
analisis de la varianza.

4.5.6.5. Recuperacion

La exactitud del meétodo, también conocida como error sistematico, se determind
preparando 3 curvas patrén de Casiopeina IIlia en sangre en el intervalo de concentracion
de 5 — 50 ug/mL. Al mismo tiempo se prepararon 3 curvas estindar en metanol a las
mismas concentraciones y se determind el rendimiento en la extraccion (recuperacién) a
cada concentracién. Se calculé la media aritmética (Y), desviacién estandar (S) y el
coeficiente de variacion (CV).

4.5.6.6. Limite de deteccion y cuantificacion.

El valor de limite de deteccion se determiné considerando 2 veces el nivel del ruido que
presenta la linea base del equipo en las condiciones cromatograficas especificadas. El limite

de cuantificacion se considerd 10 veces el mismo ruido.

80



PARTE EXPERIMENTAL

4.5.6.7. Estabilidad

Una muestra de sangre de rata adicionada con Cas Illia a una concentracion de 80 pg /mL
se mantuvo en condiciones de congelacién (-20°C) y temperatura ambiente con luz y sin
luz. Se analiz6 la muestra a las 0, 24, 48, 72 y §6 h después de la preparacion.

Para el caso del método de cuantificacion de Cas Illia en orina se evalud la estabilidad del
compuesto al congelar y descongelar a temperatura ambiente muestras de concentracién
conocida en la fluido biolégico. Se prepararon por duplicado tres niveles de concentracién
(4, 8, 12 ug /mL) en orina, se sometio a dos ciclos de congelacién-descongelacién a —20°C
antes de analizar las muestras. Para que los compuestos de interés se consideren estables su

desviacidn absoluta debera estar dentro del 15% del valor nominal de la concentracion.

4.6 Determinacion de tiempo de equilibrio y uniéon a la membrana en plasma de rata,
plasma de humano y albimina humana.

Tiempo de equilibrio. Se realiz en el dializador Spectrum 5-cell con las condiciones de
19 rpm y temperatura de 37°C. En cada una de las celdas de menor grosor se colocé 1 mL
de solucidén amortiguadora de fosfatos 64 mM, pH 7.4. En cada celda de mayor grosor se
colocé una muestra de 1 mL de Cas Illia a la concentracion de 50 pug/mL en solucién
amortiguadora de fosfatos 64 mM, pH 7.4. El equipo se dej6 trabajar por 8 horas y se
retiraron muestras de 0.5 mL de las dos celdas a los tiempos de 30, 60, 90, 180, 250, 320,
400 y 480 minutos, repitiéndose el experimento por lo menos 3 veces y se analizaron ambas
celdas utilizando la metodologia descrita en 4.5.1.3.

Unién a proteinas plasmaticas en plasma de rata, plasma de humano y albimina

humana. Esta didlisis se realiz6 en las mismas condiciones especificadas anteriormente, 19
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rpm y 37°C. En cada una de las celdas de menor grosor se colocdé 1 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos 64 mM, pH 7.4. En las celdas de mayor grosor se colocé una
muestra de 1 mL de Cas [Ilia a las concentraciones de 12, 25 y 50 pg/mL preparadas en la
matriz bioldgica correspondiente (plasma de rata, de humano o solucién de albumina al
4%). Las muestras se tomaron a las 5 horas. Las muestras de solucién amortiguadora 64
mM, pH 7.4, de plasma y de albimina se obtuvieron y se analizaron por el método de
CLAR descrito en 4.5.1. Todos los experimentos se realizaron por quintuplicado.

4.7. Estudios in-vitro de cinética de distribucidn en sangre total

Se prepararon de muestras sanguineas de 1 mL de rata Wistar con Casiopeina Illia a
diferentes concentraciones 15, 25 y 150 pg/mL, por duplicado, y se incubaron en bafio
maria a 37°C. por 0, 15, 30, 60, 120 minutos, se tomaron 100 pL de sangre de estas
muestras para seguir el procedimiento indicado en el proceso de extraccidn, apartado
4.5.2.3, al resto del contenido del tubo se centrifugo a 5000 rpm durante 5 minutos para

obtener el plasma y seguir el procedimiento indicado en el apartado 4.5.1.3.

4.8 Estudio preclinico para determinar los parametros farmacocinéticos de la Casiopeina
[Ilia. en rata. Estudio preliminar reportado en Fuentes Noriega et al., (2002).

En el estudio formal se consideraron los resultados obtenidos en el estudio preliminar y se
emplearon 3 ratas Wistar por punto con peso promedio entre 250-300 g. El anélisis de la
muestras se realizé en sangre, ya que en ésta se encontré que el método fue mas sensible
que el de plasma y porque los estudios de distribucion de cinética in vifro mostraron una

relacion de Csangre/ Cplasma > 1 (42).
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4.8.1 Procedimiento empleado en la administracién de Cas I1lia a ratas Wistar

a) Se pes6 a cada una de las ratas y con base en el peso, se determind el volumen a
inyectar, para alcanzar una dosis de 9 mg/Kg a partir de la solucion patrén de Cas
[ITia (10 mg/mL) en solucidn salina isotonica

b) Se localiz6 la vena de la cola de la rata y se colocd un catéter del nimero 25.

c) Se administrd solucidn salina fisioldgica para verificar que no existiera filtracion.

d) Se administr6 el volumen (entre 0.2 y 0.5 mL) de solucién salina de Casiopeina IIlia
por via intravenosa. Se tomaron muestras de sangre por la vena ocular de cada rata a
los 0, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 240 y 360 minutos. El volumen de muestra
tomado fue de 0.5 mL.

e) Las muestras se trataron segin lo descrito en el apartado 4.5.2.3.

4.8.2 Aplicacion del método de orina en un estudio de Cas Illia en ratas Wistar. Articulo
enviado, Anexo 2.

Se emplearon 10 ratas Wistar macho, de peso entre 265-300 g. Las ratas
permanecieron en ayuno 8 horas antes de la administracion de Cas Illia y agua ad libitum.
A 6 ratas se les administréd una dosis bolo de 9 mg/Kg de Cas Illia por via intravenosa,
segln la técnica utilizada en el parrafo 4.5.6.1. La solucion de Cas Illia fue de 7 mg/mL en
solucién salina. Cada rata se colocé en una jaula metabdlica para recolectar las muestras de
orina a los 30, 60, 120, 180, 240, 300, 420, 540, 660, 720 y 1380 minutos después de la
administracion de la solucién de Cas Illia.

A las cuatro ratas restantes (ratas control) se les administrd agua inyectable y se
recolectd su orina que se utilizd para preparar la curva de Cas IIIia, hasta terminado el

experimento (23 horas). De cada muestra de orina recolectada se tomé 1 mL y se trabajé
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como lo muestra el método de extraccién de Cas Ilia en orina (apartado 4.5.3.3), se analizo
una curva de Cas IIlia en orina de ratas control al momento del andlisis de las muestras.

4.9 Estudio preclinico preliminar para determinar los tiempos de muestreo de la Casiopeina
[Ilia en perro.

4.9.1 Procedimiento empleado en la administracién de Cas Illia en el estudio preliminar a
dos perros raza beagle, peso 11.6 y 13.6 kg.

a) Se pesaron los perros para administrar una dosis de 3.5 mg/kg de Cas Illai por
infusion lenta por 20 minutos con ayuda de una bomba de perfusion.

b) Se coloco un catéter (No 21) en la vena de la pata izquierda

¢) Se administré solucidn salina fisioldgica para verificar que no existiera filtracion.

d) Se prepard una soluciéon de Cas Illia en solucion salina con un volumen total de
100 mL (el volumen contiene la cantidad de Cas Illia requerida segtn la dosis). Esta
solucién se conecté a la bomba de perfusion y se prepard para inyectar en 25
minutos

e) Se tomaron muestras de sangre a lo 10, 20, 30 45, 60, 90, 120, 180, 240, 360 y1140
minutos, por la vena de la pata. El volumen que se tomé fue de 1.5 mL.

f) Las muestras se trataron segun lo descrito en apartado 4.5.2.3.

4.10. Determinacién de pardmetros farmacocinéticos

Se calcularon los siguientes parametros farmacocinéticos : Area bajo la curva de 0 a 360
minutos (ABCy.;), 4rea bajo la curva de cero a infinito (ABCy), constante de eliminacion
(kel), tiempo de vida media (ty), tiempo medio de residencia (ITMR), volumen de

distribucién aparente (Vd) y depuracién (Cl). Estos se determinaron empleando el paquete
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V. RESULTADOS

5.1 Solubilidad Cas Illia

La solubilidad de Casiopeina Illia a temperatura ambiente (aproximadamente entre 19 -
22°C) en los diferentes disolventes fue buena, ya que en todos ellos se disolvid,
presentando una disolucion mayor en agua>metanol>etanol>solucion salina  al
9%>solucién de fosfatos 64mM. El espectro obtenido en cada uno no presentd varaciones,
las longitudes de onda con sus absorbancias méaximas en solucién amortiguadora de
fosfatos pH 7.4, 64 mM, fueron 297 con 1.62 y 217 con 2.52. Se observd la estabilidad
también en esta solucién a 37°C no observandose inestabilidad por 12 horas. En solucién

acuosa con refrigeracion por 16 dias solo tuvo un 3.8% de degradacién. Figura 6.
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Figura 6.Espectro de Casiopeina [1lia en solucion acuosa, arriba antes de refrigeracién y
abajo después de refrigeracion por 15 dias.
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5.2. Validacién del sistema.
De acuerdo a las normas de validacién para fluidos biolégicos se obtuvieron los resultados

de linealidad y precisién del sistema, los que permiten asegurar que el equipo esta

funcionando adecuadamente.

5.2.1. Linealidad. Los resultados de la validacién del sistema se muestran en la Figura 3
que indica la grafica promedio de la curva de calibracién, con dos repeticiones, en el
intervalo de concentraciones de 5 a 100 pg/mL, considerando la relacidn entre tas éreas de

Casiopeina IIlia y las del estandar interno como variable dependiente.
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Concentracion ug/mL de CAS-lllia

Figura 7. Linealidad del sistema. Grafica promedio de una curva de calibracion con dos

repeticiones de Cas [[lia en metanol-agua.

5.2.2 Precisién

Los resultados obtenidos en la precision del sisterna se realizaron con 3 repeticiones de una
concentracion de 25 ug/mL en tres sitios diferentes del inyector. Se obtuvo una media de la
respuesta R (relacion de dreas Cas l1lia/estandar interno) de 0.2352 con una desviacion

estandar de 1.48 x 10” y un %CV de 0.6291
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5.3 Vahdacién de los métodos

En la validacién de los métodos analiticos en cada fluido bioldgico, se obtuvieron los
parametros de linealidad, precisién, exactitud, cantidad minima cuantificable, cantidad
minima detectable, % de recuperacion, en algunos casos tolerancia y estabilidad en
diferentes condiciones, los que aseguraban segun la norma, que el método es confiable para
el andlisis usado. La cantidad minima detectable se consider6 al analizar el nivel del ruido
en cada método, esto es, toda aquella perturbacién en el detector que no esta relacionada
con ¢l soluto eluido por analizar se considera el ruido del detector que se mide en mv y se
mide como la respuesta en amplitud maxima, entre el nivel del ruido grande y el corto, en
un periodo aproximado de [0 minutos.

Las condiciones del método por CLAR en cada uno de los fluidos utilizados se muestran en

la tabla 7:

Tabla 8. Condiciones cromatogréaficas de los diferentes fluidos biolégicos para la

cuantificacién de Cas IIlia por CLAR.

Condiciones . S.Ol'
\ Plasma* Ornna Sangre amortiguadora
cromatograficas
de fosfatos*
Tr de casiopeina 5.0 minutos 6.73 minutos 5.9 minutos 5.9 minutos
Uso de filtros
de 0.2_ pum ax?t’es S No Si No
de la inyeccion
al cromatégrafo
Security
Precolumna Secunity Guard Secunty Guard Security Guard Guard
Cl18, Phenomenex Cig | Phenomenex C;3 | Phenomenex Cg Phenomenex
Cis
Thermo hypersil-
Columna Symmetry® C,3, keystone C18, Symmetry® C,3, CS ymsmel;'y6®
Su,4.6x250mm | 250 X4.6mm, | 5p, 4.6x250 mm 13 K, 36X
250 mm
Sum.
Longitud de 262 nm 274 nm 262 nm 262 nm
onda
. Naproxén (10 Clorhidrato de Clorhidrato de
Estandar intemo ug/mL) ranitidina (5.0 | ranitidina, (2.5 No
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pg/mL). Tr 10.6
min.

ug/mL) Tr 7.8
min

Metanol:solucion

Metanol; amortiguadora de - solucié MTta{u,)l:
solucién fosfatos pH 6.7, Metan_ol. SO ucmgn solucién
Fase movil amortiguadora de 0.0I1M: amortiguadora de | amortiguadora
fosfatos pH 6.1, de fosfatos
fosfatos pH 6.1, | hexansulfonato de 40:60 H6
0.01M (40:60) sodio 5 mM 0.01M (40:60) | p 41’ 0.0IM
(30:63:5) v/v. (40:60)
Flujo 0.8 mL/min 0.8 mL/min 0.8 mL/min 0.8 mL/min
Vol d
i‘r’ly'f:c’:i’gne 50 L. 50uL 50 L. 150 L.

Como se puede observar, los métodos utilizados por CLAR no tienen mucha diferencia,

para su desarrollo, solo existen variaciones en ¢l método de orina que resultd tener mas

elementos que pudieran interferir en la cuantificacién de Casiopeina [1lia. El tiempo de

retencion (Tr) para el compuesto no es grande y el tiempo de analisis maximo es de 15

minutos, lo cual resulta adecuado en analisis de fluidos bioldgicos.

5.3.1. Linealidad, precision, exactitud, selectividad, % de recuperacion en plasma de rata.

Los resultados se reportaron en el articulo J. Chrom. B. (14). Los tiempos de retencién para

Cas lIlia y heparina, utilizada en la obtencién de las muestras, fueron de 5.0 y 8.7 minutos

respectivamente, La linealidad del método fue de 0.9978 en una curva de calibracién de 5.0

a 100 ug/mL en muestras preparadas con plasma de rata. La precisién intradia presenté un

%C.V. de 1.7 — 9.1% y la precision interdia presentd un %CV mas alto de 10.6% en la

concentracion de 5 ug/mL. El porcentaje de recuperacién promedio de CAS 1Ilia en plasma

fue de 87.2%. El limite de cuantificacidon considerando la minima concentracidn en la curva

validada fue de 5.0 ug/mL y el limite de deteccidn considerando tres veces el nivel del

ruido fue de 150 ng/mL. La estabilidad de Cas Illia en plasma de rata a 6°C por 48 h fue de
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96%, en solucidén de fosfatos 64 mM, pH 7.4 a 37°C, se tuvo un 97% alas 24 hy en
plasma de rata a 37°C, fue de 97.5% a las 24 h.

5.3.2. Validacion del método en plasma humano.

5.3.2.1 Especificidad en plasma de humano. Se muestran los cromatogramas de
miliabsorbancia (mabs) contra el tiempo en minutos. El tiempo de retencién para la
casiopeina IIlia fue de 5.4 minutos, en ese tiempo se observa que la muestra de plasma de

humano no tiene interferencia de picos.

Dataccor A . 1 (274mm)

Retencion Time

gog | Name 500

400 400

200 200

Yisl

7y
) (a1

-

Figura 8. Cromatograma de una muestra de plasma de humano sin solucién de Cas Illia,

(blanco).
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Figura 9. Cromatograma de Cas-[Ilia 25 ug/mL en plasma de humano. Tiempo de
retencion 5.4 minutos.
5.3.2.2 Linealidad de] método en plasma humano.

Se considerd un intervalo de 5- 100 pg/mL y se analizaron 3 curvas en el mismo
dia, al graficar las concentraciones de casiopeina Illia contra la relacién de dreas (R) se
obtuvo un coeficiente de correlacién cercano a uno. Los resultados se muestran en la tabla
8.

Tabla 8. Linealidad del método en plasma humano con resultados de relacidn de éreas.

Concentracion de Curva 1, R Curva2, R Curva 3, R
Cas IIlia en plasma
humano, ug/mL

5 0.0454 0.0469 0.0376
10 0.0916 0.0925 0.0976
25 0.2621 0.2417 0.2778
150 0.5382 0.6174 0.5886
100 1.1157 1.2086 1.2056
Coeficiente de 0.9999 0.9987 0.9999

correlacion, r

Coeficiente de correlacion promedio = 0.9995
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Porcentaje del coeficiente de variacién (% C.V) =0.07189
" =0.9990

5.3.2.3. Precision intradia en plasma humano

Se prepararon diferentes concentraciones de casiopeina en plasma humano, estas
concentraciones denominadas puntos control fueron de 7, 12 y 27 pg/ml, para cada
concentracion se obtuvo la relacién de areas de Cas Illia y el estandar interno (R) y el %

del coeficiente de variacién (% C.V.). Los resultados se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Precision intradia del método en plasma humano

Concentracion, pg/mL | R, promedio | Desviacion estandar | % C.V.
Dia 1
7 0.0751 0.0059 7.89
12 0.1175 0.0086 7.34
27 0.2536 0.0109 432

5.3.2.4. Precisién interdia del método en plasma humano.

Se trabajaron los mismos puntos control en dos dias diferentes, se muestran los porcentajes
de los coeficientes de variacién obtenidos en dia 1 y dia 2 en la tabla 10 y I}
respectivamente.

Tabla 10. Precisién interdia de ta solucién de Cas Illia en plasma humano considerando
relacidn de areas, R, promedio.

Concentracion, Desviacidn
ng/mL| R promedio | estandar % C.V.
7 0.0794 0.0069 8.66
12 0.1202 0.0117 9.74
27 0.2519 0.0184 7.32
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Tabla 11. Precisién interdia de la solucidn de Cas IIfia en plasma humano, considerando el
porcentaje del coeficiente de variacion en los dias 1y 2.

Concentracion, Dial, % C.V. Dia2,% C.V.
pg/mL
7 7.89 8.66
12 7.34 9.74
27 432 7.32

5.3.2.5 Recuperacion
Se evalud el porcentaje de recuperaciéon que se muestra en la tabia 12, en el intervalo de 5 a
100 pug/mL, el cual se obtuvo al relacionar la concentracién experimental y la

concentracion teodrica, considerando esta ultima como el 100%.

Tabla 12. Recuperacion def método de Cas Illia en plasma humano.

Concentracion Concentracién % C.V. % Recuperacion
Tedrica, pg/mL experimental, pg/mL

5 3.514 11.53 80.93

10 8.442 3.45 86.54

25 21.24 6.95 84.45

50 42.85 6.89 92.58

100 88.12 4.49 92.94

Promedio 87.49+£5.21

5.3.2.6 Limite de deteccidn y de cuantificacion

A partir de la linea base, en las condiciones cromatograficas, se considerd dos veces
el nivel del ruido y se detectd que la concentracion fue de 0.315 pg/mL. Al considerar, 10
veces el nivel del ruido fue de 4.5 pg/mL. El nivel del ruido se obtuvo de la amplitud

maxima presentada en el analisis en base al nivel del ruido mas grande y el mas corto.
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5.3.2.7 Estabilidad

En este caso la muestra se trabajo en una concentracién de 100 ug/mL preparada en
plasma humano y se mantuvo en congelacién a resguardo de la luz, analizdndose las
muestras a los 0, 2, 4, 5 y 7 dias. Los resultados se muestran en la tabla 13. En todos los

casos se calculd el porcentaje presente en la muestra, tabla 14.

Tabla 13. Concentraciones obtenidas en el estudio de estabilidad

Concentracién inicial [ -4°C, 2 dias -4°C, § dias -4°C, 7 dias
de Cas I1lia pg/mL

97.56 97.01 96.80 94.87

98.62 98.24 08.12 97.02
08.96 98.35 97.47 96.28

Tabla 14. Porcentaje obtenido para cada una de las condiciones

Condiciones -4°C, 2 dias -4°C, 5 dias -4°C, 7 dias
Porcentaje 69.44 99.78 98.00

99.61 99.88 98.88

99.38 99.10 98.78
Promedio 99.48 89.59 98.55

5.3.3. Validacion del método en solucién amortiguadora de fosfatos 64 mM, pH 7.4
5.3.3.1. Especificidad

En el estudio no se considerd un estandar interno para obtener las respuestas, ya que
el Naproxén mostraba un tiempo de retencion mayor a {os 20 minutos. Se muestran los
cromatogramas (mabs contra tiempo en minutos) de la solucién amortiguadora de fosfatos
64 mM, sin farmaco y con €l. El tiempo de retencidon de casiopeina [Ilia fue de 5.9 minutos,

al cual se puede observar no presenta interferencias en esas condiciones.
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Figura 10. Cromatograma blanco de solucidn amortiguadora 64 mM, pH 7.4.
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Figura 11. Cromatograma de Cas [llia, 10 ug/mL en solucién amortiguadora 64 mM, pH

7.4.
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5.3.3.2. Linealidad del método
Se estudio en el intervalo de 5 ~ 100 ug/mL y los resultados de las dreas de la solucion de
Cas Illia (mabs) contra la concentracién correspondiente presentaron una r = 0.9921

promedio) y un intercepto de 127802.107. La figura 8 muestra ia linealidad del método

Area de Cas- 11lia
o= N WHEh OO
i

Al I 1

0 50 100 150

Concentracién (fg/ml)

Figura 12. Linealidad de solucién de Cas Illia en solucién amortiguadora 64 mM, pH 7.4

en el intervalo de 5 - 100 ug/mL.

5.3.3.2. Precision
Se analizd con tres cormridas de tres curvas patron de solucion de Cas Illia en
solucién amortiguadora en un dia. El intervalo de concentracidn trabajado fue de 5 a 100

ug/mt y Jos resultados muestran el promedio de las 4reas de los picos con su respectivo %

de coeficiente de variacidén.
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Tabla 15. Precisién intradia del método de Cas Illia en solucién amortiguadora 64 mM, pH

7.4, dia 1.

Concentracion
Cas [llia, Promedio
ug/mL areas Desvest %CV

5 237575.667 7432.29 3.1
10 546152.333 17085.84 3.1
25 1613859 52052.50 3.2
S0 3315874.33 246232 .03 7.4
100 5464366.33 50635.15 0.9

5.3.3.2. Precision interdia

Para precision interdia se realizaron otras tres curvas patron en el mismo intervalo, y no

presentaron un % CV mayor a 10%.

5.3.3.3. Recuperacion

Se compararon los resultados de las areas de la curva de Cas Illia en solucidn

amortiguadora con los resultados de los obtenidos con solucion de Cas Illia en metanol-

agua, y se obtuvo un porcentaje de recuperacién del 83.85 — 85.18 %.

5.3.4. Validacién del método de cuantificacién de Cas [l]ia en sangre.

5.3.4.1 Especificidad.

Se analizaron muestras de sangre total adicionadas de Cas Illia en una

concentracion de SO pug/mL y se obtuvieron los cromatogramas de miliabsorbancia contra

tiempo, donde se observd el tiempo de retencion de 5.9 minutos, el estdndar interno,

ranitidina tuvo un tiempo de retencion de 7.8 minutos. Como se puede observar en esos

tiempos no se obtuvieron interferencias de la sangre.
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Figura 13. Cas [Ilia en sangre de rata, S0 pg/mL, Tiempo de retencidn (Tr) 5.95 minutos y
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Figura 14. Cromatograma blanco de sangre
5.3.4.2 Linealidad del método

La linealidad del método para la cuantificacién de Cas Illia en sangre
de rata utilizando la relacién de dreas ( R ), area de Cas Illia / estandar de clorhidrato de

Ranitidina (2.5 pg/mlL) se muestra en la figura 11.
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- y = 0.0503x + 0.0637
R?=0.985

0 10 20 30 40 50 60
Conc. ug/mL

Figura 15. Linealidad promedio de Cas [Ilia en sangre de rata 5 — 50 pg/mL, utilizando
relacion de areas con estandar interno de ranitidina (2.5 pg/mL).

5.3.4.3 Precisién intradia y exactitud de]l método.
La precision intradia (mismo dia) se determind analizando puntos control de 7, 12 y
27 pg/mL de Cas Illia, al obtener la respuesta cromatografica de relacidn de areas con el

estdndar de ranitidina. La tabla siguiente muestra el %CV considerando el dia 1 y la

exactitud con el % de desviacidn absoluta.

Tabla 16. Precision intradia y exactitud del método de Cas Illia en sangre de rata
considerando el dia 1.

Réplica 7 pg/mL 12 pg/mL 27 ug/mL
Promedio 5.958 10.21 22.64
DE 0.180 0.263 1.065
%CV 3.03 2.584 4.71
% Desv. Absoluta 14.88 14.95 14.92

5.3.4.4, Precision interdia

En la tabla siguiente se presentan los valores de %CV de las respuestas de Cas Illia

en diferentes dias.
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Tabla 17. Precision interdia de Cas Illia en sangre considerando el %CV vy la desviacion

estandar absoluta de los puntos control.

Concentracién, Dial, % C.V. % Desv. Dia 2, % C.V. % Desv.
ug/mL n=>35 absoluta n=10 absoluta
7 3.03 14.88 9.08 14.06
12 2.584 14.95 7.77 12.85
27 471 14,92 4.60 14.27
Promedio Dia 1 y 5.29 14.32
Dia 2

5.3.4.4 Recuperacién

En la tabla 18 se muestra ¢l porciento promedio del recuperacién para cada uno de

los puntos control (alto, medio y bajo) analizados en {a solucion de Cas Illia en sangre.

Tabla 18. Recuperacion del método de Cas 11lia en sangre de rata, con puatos control 7, 12

y 27 ug/mL.
Concentracion de R, relacion de areas R, relacidn de areas | % Recuperacion
Cas IHia (pg/mL) Cas [[lia en solucién Cas [lla en sangre | Promedio
1.604 1.365
1.615 1.442
Alto 1.656 1.320
27 pg/mL 1.549 1.243
1.631 1.385
Promedio 1.611 [.351 83.85
0.767 0.673
Medio 0912 0.742
12 pg/mL 0.759 0.650
0.850 0.727
0.787 0.667
Promedio 0.815 0.692 85.00
0.478 0.416
0.478 0.403
Bajo 0.517 0.427
7 ug/mL 0.487 0.407
0.437 0.388
Promedio 0.4798 0.408 85.18
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5.3.4.5 Limite de cuantificacion y de deteccidn

El limite de cuantificaciéon fue de 5 ug/ml que es el punto mas bajo en la

curva de calibracién. El limite de deteccién fue de 4.16 pug/ml por el método de 10 veces el

ruido de )a linea base en las mismas condiciones del estudio.

5.3.4.6 Estabilidad

La Cas Illia fue estable durante 12 horas en sangre de rata en un ciclo de

congelacion-descongelacion a —4°C, observandose que a las 12 h el % de desviacién

absoluta ya es alto para ese tiempo, en las concentraciones estudiadas.

Tabla 19. % de desviacién absoluta en la estabilidad de Cas IIlia en sangre durante 12 h,

Concentracién | Promedio. Tiempo 0, % Desviacién | Promedio. 12 | Tiempo W% Desviacion
ug/mL 0h (h). % C.V., | absoluta h [2h, %C.V., | absoluta
Concentracion n=3 Concentracion | n=3
(ug/mL) (pg/mL)
7 5.88 1.36 0.08 6.29 10.65* 10.14*
12 11.105 1.67 0.185 10.605 1.46 10.83*
27 22.71 3.83 0.87 23.875 3.29 11.57*

5.3.5. Validacidn del método de cuantificacion de Cas [ilia en orina.

5.3.5.1. Especificidad.

Se analizaron muestras de orina por separado, en un caso, adicionada de Cas

[1lia con una concentracidn de 1S pg/mL y por otro los productos de sintesis, observandose
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los tiempos de retencion de cada uno, en los cuales no hubo interferencias del fluido
analizado. Pero se observa que uno de los productos (Cu-acetilacetonato) tiene el mismo

tiempo de retencién que la Cas I1lia de 6.0 minutos.
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Figura | 7. Cromatograma de Cas IIli 15 pug/mL en onna.
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Figura 18. Cromatograma de muestra de orina con el producto Cu-4,4'dimetil el cual se

observa que no sali6 en el transcurso de 13 minutos.
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5.3.5.2. Linealidad del método

La figura 16 muestra los resultados de linealidad del método para la

cuantificacion de Cas Illia en orina utilizando la relacidn de areas ( R ), area de Cas 11[-ia /

estandar de clorhidrato de ranitidina.

2_
o 1.5~
@
& V-
X 0.5 -
0

5 10

Conc. ug/mL

Figura 20. Linealidad promedio del método de Cas 1llia en orina con relacion de éreas

utilizando estandar interno de clorhidrato de ranitidina (5 pg/mL).

5.3.5.3 Recuperacidén

En la tabla 20 se muestra el porciento promedio de recuperacién para cada uno de

los puntos control (alto, medio y bajo) analizados en la solucidn de Cas IIlia en orina.

Tabla 20. Porcentaje de recuperacidn promedio en los puntos control, 4, 8 y 12 pg/mL

Concentracion de

R, relacion de areas

R, relacién de dreas

% Recuperacion

Cas I1lia (ug/mL) | Cas [Ilia en solucién Cas [lliaen orina | Promedio
1.091 [.111
1.065 1.140

Alto 1.050 [.122

12 pg/mL 1.072 1.118
1.069 1.108

Promedio 1.069 1.120 101.83
0.909 0.827

Medio 0.811 0.830

8 ug/mL 0.915 0.846
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0.920 0.802
0.853 0.826
Promedio 0.882 0.826 93.93
0.519 0.469%
0.450 0.44])
Bajo 0.479 0.428
4 ug/mL 0.486 0.450
0.529 0.487
Promedio 0.492 0.455 92.52

5.3.5.4 Precision y exactitud del método

Precisién intradia, en la tabla 21 se observan los resultados correspondientes

a la repetibilidad del dia 1| y exactitud del método, considerando los resultados

cromatograficos de la relacién de dreas entre Cas Illia y ranitidina.

Tabla 21. Precision intradia y exactitud del método de Cas IIlia en orina con puntos control

de 4,8y 12 ug/mL

Sol. de Cas Iflia en|Sol. de Cas Illia en|Sol. de Cas Illia en
orina 4 pg/mL orina 8 ug/mL orina 12 ug/mL
Promedio 3.85 823 11.70
DE 0.27 0.19 0.15
%CV 7.03 2.26 1.28
% Desv. Absoluta 3.70 2.85 2.54

Parala precisién interdia promedio de Cas IIlia en orina, estudiada en dos

dias diferentes con una muestra de n=10, se obtuvo un %CV de 4.02 y una desviacién

absoluta de 5.7%.

105




RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.5.5 Limite de cuantificacién y de deteccidn
El limite de cuantificacién fue de 3 pg/ml que es el punto mas bajo en la

curva de calibracion. El limite de deteccion fue de 2 pg/ml, ya que en esta concentracién la
sefal de Cas [1lia es dos veces mayor que el nivel de! ruido.

5.3.5.6 Estabilidad

5.3.5.6.1 Estabilidad de la muestra procesada a temperatura ambiente

Para la estabilidad de las muestras en orina s¢ prepararon muestras adicionadas de

casiopeina en orina, considerando concentraciones especificadas como puntos control, 4, 8

y 12 pg/mL. En las tablas 22,

23 y 24

se muestran los resultados obtenidos para la

estabilidad de la muestra procesada a 0, 12 y 24 h, con sus respectivos %CV y DE.

Tabla 22. Estabilidad de Cas [Iliaen orinaaQ h

Sol. de Cas Iilia en|Sol. de Cas 1llia en|Sol. de Cas Illa en
orina 4 ug/mL orina 8 pg/mL orina 12 pg/mL
Promedio 3.58 8.13 11.55
DE 0.14 0.11 0.0
%CV 3.82 1.34 0.04

Tabla 23. Estabilidad de Cas JIlijaenorinaa 12 h

|Sol. de Cas Illia en|Sol. de Cas Illia en|Sol. de Cas Illia en
orina 4 ug/mL orina 8 pg/mL orina 12 pg/mL
Promedio 3.76 9.01 11.78
DE 0.68 0.68 0.30
%CV 18.01% 7.52 2.55
% Desv. absoluta 4.92 10.83 2.03
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Tabla 24. Estabilidad de Cas Illia en orina a 24 h

Sol. de Cas IIlia en

Sol. de Cas Illia en

Sol. de Cas Illia en

orina 4 pg/mL orina 8 ug/mL orina 12 ug/mL
Promedio 3.88 8.62 11.31
DE 0.14 0.82 0.08
%CV 3.54 9.48 0.75
% Desv. absoluta 8.41 6.07 2.11

5.3.5.6.2 Estabilidad de la muestra en ciclos de congelacion-descongelacion

En las tablas 25 y 26 se muestran los puntos contro! procesados al tiempo cero para

la estabilidad en ciclos congelacién-descongelacion y los puntos control procesados

después de dos ciclos de congelacion-descongelacion

Tabla 25. Puntos control de Cas Illia en orina al tiempo cero (mismo dia de preparacidn).
Ecuacién: v = 1.0213x -0.0967 con una r = 0.9989.

Concentracion de Cas Illia en orina

Concentracién interpolada de

(pug/mL) Cas Illia en orina (pg/mL)
4 3.88
8 8.29
12 12.05
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Tabla 26. Puntos
descongelacion

control de Cas Illia en orina con dos ciclos de congelacion-

Concentracidn
Cas 1llia en orina

de

Concentracion
Cas Illia en orina

de

Concentracidn de

Cas I1lia en orina

4 pg/mL 8 pug/mL 12 pg/mL
Promedto 2.81 7.46 11.03
DE 0.14 0.02 0.10
%CV 5.07 0.27 0.94
% Desv. absoluta 29.69 6.81 8.11

5.3.5.7 Tolerancia

Se trabajaron diferentes columnas con las condiciones cromatograficas establecidas

anteriormente: Fase moévil metanol: solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 6.7:

hexansulfonaton de sodio 5 mM 30:65:5, flujo 0.8 mL/min a una longitud de onda de 274

nm. Los resultados obtenidos en la columna Termo hypecsil-keystone C18 se muestran en

Ja tabla 27.

Tabla 27. Sol. de Cas Illia en orina (puntos control), en las condiciones cromatograficas

mencionadas en el parrafo 4.5.3.1 de la parte experimental, con una columna hypersil-

keystone C18.

Concentracion de | Concentracién de | Concentracién de
Cas Illia en onna Cas ]llia en orina Cas lilia en orina
4 ug/mL 8 pug/mL 12 ug/mL
Promedio 412 823 11.57
DE 0.15 0.01 0.02
%CV 3.57 0.15 0.18
% Desv. absoluta 2.97 2.91 3.55
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Los resultados obtenidos en la columna Hypersil elite C18 se muestran en la siguiente

tabla:

Tabla 28. Solucion de Cas Illia en onna (puntos control), en las condiciones

cromatogréficas mencionadas en 4.5.3.1, con columna hypersil elite C18

Concentracion de Concentracion de Concentracion de
7 pg/mL 4 pg/mL 40 pg/mL
Promedio 6.90 13.99 11.57
DE 0.49 0.13 0.23
%CV 7.08 0.91 0.67
% Desv. absoluta 1.50 0.07 12.81

Los métodos se validaron en cuanto a las pautas de FDA para fluidos bioldgicos, se

obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla 29.

Tabla 29. Pardmetros estadisticos en la validacion del método de Cas 1llia por CLAR.

Fluido bioldgico

Parametros de Albumina Plasma de rata | Plasma de orina sangre Sol.
validacidn humana al hurnano amortiguadora de
4% fosfatos
Linealidad, r 0.9996* 0.9988* 0.9999* 0.998 (3- |0.994 (5-30 |0.991*
15ug/mlL  [ug/mL)
Precision <12 % <1t$ % <10% 1.28-7.03  [<I5% 0.9-7.4 %
%
% recuperacion | >98 % 872 % 87.49 % 92.52- 83.85 - 85.18 | >98%
101.83% | %
Limite de 5.0 ug/mL 5.0ug/mL 4.5 ug/mL 3.0ug/mL | 5.0 ug/mL 5.0 ug/mL
cuantificacion
Limite de 350 ng/mL 150 ng/mL 315 ng/mL 2.0ugmlL [4.J8ug/mL |75ng/mL
deteccion
Estabilidad a 95 % 96%, después
6°C (1.09)** de 48 h,
después de
24 h,
Estabilidad a 96% (2.2)** |[97.5%. después 98 % , después de
37°C después de de 24 h 24 h,
24 h
Estabilidad a 98.55 %, 95 % 95%, después
-4°C después de 7 despuésde |de 12 h
dias 24 h
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*intervalo trabajado de 5 — 100 ug/mL
**CV% (porcentaje del coeficiente de variacidn)

La validacion en fluidos biologicos se realizd considerando diferentes intervalos de
concentracion debido a las consideraciones del tipo de fluido biolégico a evaluar. En orina
se prefirid bajar el intervalo debido a que se esperaba encontrar menores concentraciones
de fammaco inalterado. En sangre se trabajo en ese intervalo por encontrar una mejor
linealidad.

Los compuestos de sintesis utilizados en la sintesis de Cas [llia, que pueden presentar
interferencias en el método, son Cu-4,4’-dimetil bipiridina que no presentd ninguna sefial
de interferencia con Cas I[Ifia y tiene un Tr =2.2min, pero no asi la sefal de Cu-
acetilacetonato (Tr de 6.5 — 6.8 min), la cual se observa junto al tiempo de retencidn de
Cas [Ilia, (11). El analisis de estos compuestos se fundamenta en la posibilidad de que se
Jleve a cabo una reaccién de desproporcion del complejo. El anticoagulante usado en todas
las muestras fue la heparina y tampoco mostré interferencia en la senal.

En todos los casos se cumplieron los limites especificados para validacion del método en
fluido biolégico, lo cual nos asegura que la presencia de componentes de la matriz
biolégica estudiada no nos afecta en la determinacién de las concentraciones de Casiopeina
lia.

5.4. Estudios de unién proteinas de Cas Illia por didlisis al equilibrio en plasma humano y
albimina humana.

5.4.1. Tiempo de equilibrio. El tiempo de equilibrio se determind siguiendo los
lineamientos descritos en la seccidn 4.6 de la parte experimental, con los resultados se

elaboraron las grificas de % de concentracion con respecto al tiempo. La figura 17 muestra
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los resultados obtenidos, de los cuales se observa que el tiempo de equilibrio de Cas [Ilia es
de aproximadamente 4 h, por Jo cual los experimentos de % de unién se realizaron a 5 h
para asegurar el equilibrio, lo que resulta no conveniente para el estudio de estos

compuestos por este método.

A _
= —e—Conc. en celda
7)) B .
g sin Cas lllia
3 —a— Conc. en celda
5 ___conCaslllia
(&)

0 2 4 6

Tiempo (h)

Figura 21. Determinacién del tiempo de equilibrio de Cas [llia en solucion amortiguadora

de fosfatos 64 mM pH 7.4,
5.4.2 Unidn a la membrana. El grado de unién a la membrana se determind siguiendo los

lineamientos especificados en la seccion 4.5.3.4 y los resultados se muestran en la tabla 30,

en ella se observa que no existe unién a la membrana después de una dialisis de 5 horas.
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Tabla 30. Unién a la membrana para el estudio de unjén a proteinas plasmaticas por el
método de dialisis al equilibrio.

Tiempo (horas) [No  de|Conc. en celda|Conc. en celda|Conc. | % Unién
celda blanco Cas Illia | muestra Cas Illia |total ala

(ug/mL ) (ug/ml) membrana
2 | 14.135 35.97 50.32 -
3 2 17.122 34.16 51.28 -
4 3 22.064 27.95 50.024 -
5 4 18.113 31.978 50.1 -
5 (celda blanco) | 5 0 0 0 0

5.4.3 Unidn a proteinas plasmaticas en plasma de rata, humano y albimina humana.

El grado de unién a proteinas plasmaiticas de Cas Illia se determind siguiendo los

lineamientos de la seccion 4.5.3.4 de la parte experimental. Los resultados promedio se

muestran en la tabla 31, cada determinacidn se llevd a cabo con 5 repeticiones.

Tabla 31. Resultados promedio de la union (%) a proteinas plasmaticas de Cas Illia en las

diferentes matrices biolégicas. (ND, no detectado)

Conc. ((ug/mL) " |% de union en|% de wunidn en|% de unién en
plasma de rata (DE) | plasma humano (DE) |albumina al 4% (DE)

12 ND 89.1(1.9) ND

25 48.3 (£7.6) 76.3 {(£0.17) 30.5 (£6.4)

50 57.7 (£9.6) 76.4 (+4.4) 37.9 (£4.9)
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En la Tabla 31 se observa que la unjén a proteinas en plasma de rata es menor que la unién
a protéinas en plasma de humano, lo cual puede deberse a que la rata contiene menor
concentracién de proteinas en el plasma (28) lo que ocasiona que exista un menor
porcentaje de unién. En plasma de rata y en alblimina humana no fue posible detectar Cas
I1lia a la concentracion de 12 pg/mL, debido a la baja sensibilidad del método analitico.

El grado de unién a proteinas en plasma de rata y de humano no es trascendente a las
concentraciones de 25 y 50 pg/mL, ya que es menor a 90%. Sin embargo, a la
concentracion de 12 ug/mL se observa un aumento del porcentaje de unién (89.1%), lo cual
seria critico en la clinica ya que se encuentra cercano al 90%. Por ello, se sugiere optimizar
el método analitico para tener uno mas sensible y realizar las determinaciones a
concentraciones menores a 12 pg/mL por el método de didlisis al equilibrio, o utilizar el
método de ultrafiltracién, ya que en éste no se realizan diluciones de Cas [llia.

El comportamiento de la union a proteinas encontrado a diferentes concentraciones esté de
acuerdo con lo reportado por Shargel, L et al, (29) quienes observaron Ja influencia de la
concentraciéon del fammaco en la fraccion unida para una concentracién de proteina
constante (Figura 22): A mayor concentracion de farmaco la fraccion unida es menor, como
se observa en el porcentaje de unién en plasma de humano en la tabla 30, en las
concentraciones de 12 a 25 pg/mL, esto implica que existe un nimero limitado de sitios de
unién que esta disponible para fijar el farmaco. A concentraciones bajas la mayoria del
farmaco podria fijarse a la proteina, mientras que a concentraciones altas, los sitios de
union pueden haberse saturado, con lo que se produciria un rapido incremento en la
concentracion libre de farmaco. Sin embargo, en el plasma humano se observa una union

casi constante entre la concentracién de 25 y 50 pg/mL debido a que probablemente en ese
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intervalo de concentraciones estudiado nos encontremos ya con un proceso de saturacion

de sitios de unidn.

(F]

Figura 22. Influencia de la concentracion de farmaco en la fraccién unida para una
concentracion de proteina constante. (29).

5.5 Cinética de distribucidn de Cas {ilia in vitro en sangre de rata.

Los resultados de acuerdo al procedimiento mencionado en el parrafo 4.7, de la
parte experimental, se muestran en las siguientes figuras, considerando las concentraciones
analizadas de 15, 25, v 150 ng/mL de Cas IlTia en sangre de rata.

En la cinética de distribucion de Cas Illia, en las muestras obtenidas en el plasma con la

concentracion 25 pg/mL, se obtuvo una constante de primer orden de 0.0231 min’'

, enla
figura 24 se observa este comportamiento, analizado mediante el programa WINNONLIN,
En la cinética de distribucién correspondiente a la concentracién de 150 pg/mL, figuras 25,

se observa que en los dos fluidos bioldgicos siguen una cinética de primer orden, con una

constante de  0.042 min”' para plasma yde 0.0123 min™ para sangre.
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Figura 23. Cinética de distribucién ir vitro en sangre de rata, concentracion 15 ug/mL de
Cas Illia.
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Figura 24. a) Amba. Cinética de distribucién in vitro de Cas Illia en plasma y sangre de
rata, concentracion inicial 25 pg/mL de Cas Illia. b) Abajo. Comportamiento de la cinética
de distribucion de Cas Illia analizado en muestras plasmaticas por el programa
WINNONLIN.
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Figura 25. a) Arriba. Cinética de distribucién in vitro de Cas Illia en sangre de rata,
concentracion 150 pg/mL b) Parte media. Ajuste de los datos de la cinética analizada en
sangre con el programa WINNONLIN. ¢) Abajo. Ajuste de los datos de la cinética
analizada en plasma, con el mismo programa.
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Los resultados de los graficos de las figuras 24, se puede observar que las soluciones de
Cas Illia en sangre alcanzan un cuasiequilibrio aproximadamente a los 30 minutos en la
concentracion de 25 ug/mL, pero siempre la concentracién presente en sangre después del
equilibrio es mas alta que la del plasma, por lo cual se concluyéd evaluar las
concentraciones de Cas IIlia en sangre total, ya que el método presenté poca sensibilidad.
En la concentracion alta (150 ug/mL) se puede observar una cinética de primer orden, pero
se llega a un equilibrio después de los 100 minutos, observandose tambjén que la
concentracion en sangre es mayor que la del plasma.

Para Ja solucién de menor concentracion de Cas [ilia (15 ug/mL ) no fue posible analizar la
parte del plasma ya que el método es poco sensible para estas concentraciones, sin embargo
se logré evaluar las concentraciones en sangre total y estas se encontraron entre 10.41 -
12.43 pg/mL, no presentando gran variacion en las dos horas de andlisis y se observa que
alcanza un equilibrio desde los primeros tiempos.

La relaciéon de Csangre/Cplasma encontrada fue de 7.76 +0.39 a los 60 minutos, 1o que se
debe considerar para los estudios preclinicos ya que el cociente es mayor que | y nos dice
que el farmaco se encuentra en mayor concentracidn en sangre y puede estar unido a
gldbulos rojos. De Vizecaya y col. (15) reportaron que la Casiopeina llgly (dosis de
5mg/Kg) produce un dafio a Jos eritrocitos de sangre periférica de rata Wistar, lo que se
atribuy6 a Ja generacion de radicales libres y al dafio oxidativo en la membrana y dentro de
las células como resultado de la reduccidon de cobre (II) a cobre (I) y probablemente
disociacién de algin ligante del complejo. Este dano mostré una respuesta eritropoyética
regenerativa con recuperacion total a los 15 dias. Los eritrocitos juegan un papel muy

importante en el transporte y disposicion cinética de los farmacos en la sangre, para los
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compuestos que se acumulan en éstos en una extension apreciable y, por ello, la
informacion  fammacocinética preclinica que puede obtenerse caracterizando e} plasma y
sangre total puede ser de gran ayuda. Seguin Lindskog y col. (48) la unién de metales a la
anhidrasa carbdnica presente en los eritrocitos se lleva a cabo en las isozimas CAI (baja
afinidad) y la CAII (alta afinidad) especialmente , asi también Malaz A. y col (49)
reportaron un modelo fisico que describe la disposicién de un farmaco en sangre y plasma
en donde recalcan la importancia de la union cinética de los farmacos a entrocitos y la cual
se puede presentar lentamente en cuyo caso puede repercutir en las diferencias de la vida
media en los diferentes fluidos, sangre y plasma.

De lo anterior se puede proponer una hipétesis de distribucidn cinética la cual involucra a

los eritrocitos de la sangre con el modelo siguiente:

(Farmaco unido a células sanguineas)] — | (Farmaco libre en sangre)

Y
(Férmaco libre en plasma)| —— (Farmaco unido a proteinas plasmaticas)

I

Tejidos

Figura 26. Representacién esquemdtica de de distribucion cinética del farmaco
considerando a los eritrocitos de la sangre.

Solamente la fraccion libre de farmaco se encontrara en disposicion de abandonar el
espacio vascular para difundir al espacio extravascular y alcanzar los distintos 6rganos y
tejidos, donde se fijara con mayor o menor intensidad a las proteinas u otros componentes

titulares.
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5.6 Estudios de farmacocinética realizados en ratas Wistar y cuantificacion de Cas Illia en
sangre.

Los analisis estadisticos se realizaron con ayuda del programa WINNONLIN, versién 2.0.
El modelo que mejor se ajustd fue de modelo abierto de dos compartimentos con
eliminacion de primer orden, cuya ecuacion es:

Cp=Ae™ +Be™,

donde Cp, concentracién en sangre, A y B son interceptos al origen y alfa y beta los
coeficientes correspondientes a constantes de velocidad de distribuciéon y eliminacién
respectivamente.

La figura 27 muestra los valores analizados y los predichos con el modelo mencionado.

Los parametros mas importantes se muestran en la tabla 32.
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Figura 27. Grafica de los datos analizados de Cas Illia en sangre de rata de acuerdo al
modelo propuesto de dos compartimentos. Dosis bolo intravenosa de 10 mg/kg.
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Tabla 32. Pardmetros farmacocinéticos obtenidos de la administracién de 10 mg/Kg de Cas
I1lia a ratas Wistar.

Pardmetro Valor

Area bajo la curva, ABC 22.277 mg/mL-min

Vida media k10 97.81 min

o 0.131 min”

B 9.28*10™ min"

Vida media beta, t1/2 748.12 minutos (12.46 horas)
Concentracién maxima, Cmax 157.37 pg/mL

Depuracién, Cl 0.45* 10~ L/min (0.45 mL/min)
Tiempo medio de residencia, TMR 1028.79 minutos (17.14 horas)
Volumen en el estado estacionano, Vss |0.462 L

Con la selectividad del método se demostrd que no se encontraron interferencias de
compuestos enddgenos de la sangre asi como de posibles metabolitos de Cas Illia en la
cuantificacién del farmaco lo que permitié obtener el perfil de In de concentracién contra
tiempo sin interferencias después de la administracién de 10 mg/kg de Cas Illia a ratas
macho y realizar el ajuste de los datos obtenidos al modelo correspondiente.

En la mayoria de los valores de concentracién sanguinea a los diferentes tiempos se tiene
poca variabilidad a excepciéon del punto de 180 minutos. Todas las concentraciones
predichas cayeron dentro del intervalo de concentracion de la linealidad del método (5 — 50
pg/mL).

Del analisis de los datos anteriores y con ayuda del paquete WinNonlin 2.0, se encontré que
el mejor modelo al cual se ajustaron los valores obtenidos fue el modelo abierto de dos
compartimentos con eliminacion de primer orden para una administracién de dosis bolo
intravenosa, sin tiempo lag. (Figura 27). Los pardmetros farmacocinéticos se muestran en la

tabla 32, tomando en cuenta los pardmetros farmacocinéticos independientes: depuracion
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Cl (0.45 mL/min) y volumen de distribucion Vss (0.462 L) y un tiempo medio de
residencia, TMR de 17.14 h, asi como los parametros dependientes: vida media de
eliminacién, t1/2g (12.46 h), vida media de « (7.6 minutos), indican que la fase de
distribucion es mas rapida que la de e)iminacién (o > B).

El modelo bicompartimental también se reportd para el compuesto de cisplatino, en un
estudio en ratas (61, 62), este compuesto tiene una estructura quimica semejante a la de
Cas Illia: complejo de coordinacién con estructura cuadrado plano, lo cual puede ser una
caracteristica para la forma de eliminacion de estos farmacos.

5.7 Estudio farmacocinético en ratas Wistar con administracién de Cas IIfia por bolo
intravenoso y obtencion de muestras de orina.

En la figura 28 se muestra la grifica con los datos crudos de la cantidad acumulada
promedio de Cas [llia de orina de rata obtenida en los tiempos mencionados, con una dosis
boto de 9 mg/kg. Al analizar los datos con el paguete WINNONLIN 2.0 por el método de
curva acumulativa (sigma menos), se obtuvieron los datos de la Tabla 34. En el método de
curva acumulativa se utilizan cantidades acumuladas en cada intervalo de tiempo, sumando
a cada valor, los valores obtenidos en las determinaciones anteriores. Estas curvas definen
una trayectoria ascendente a medida que progresa le excrecién del farmaco, hasta que
cuando ya no queda farmaco por excretar en el organismo, la curva s¢ vuelve asintética

(paralela al eje de abscisas).
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Fig 28. Estudio de Cas [llia en ratas Wistar con obtencién de datos urinarios, dosis bolo
intravenosa 9 mg/kg.

Tabla 34. Datos del estudio en ratas Wistar con obtencién de datos urinarios segun el
programa WINNONLIN y analizado por ¢l método de trapezoides lineal.

Vida media de la excreciéon urinaria|529.5

(minutos), 11 puntos.

Ultima cantidad de Cas lIlia en la excrecidon| 759.3

urinaria (pg)
Cantidad infinita predicha (ug) 997.63
% cantidad infinita predicha 23.88
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Al restar el ulftimo valor de la curva acumulada, los valores de cantidad en cada intervalo de
tiempo se obtienen datos de las cantidades o fracciones de dosis que faltan por excretar, es
decir remanentes en el organismo. La grifica obtenida es una recta cuya inclinacién
representa Ja constante de eliminacién caracteristica del farmaco. Los datos obtenidos por
el método de cantidad remanente fueron: In Y = -0.0022x + 6.7857, Figura 29, lo que
indica una constante de eliminacién de -0.0022 min™', cuya vida media es de 346.5 minutos

(5.8 h), con una r* = 0.978.

Ln cantidad
remanente, mg
o N EN [0 (e

0 200 400 600 800

Tiempo, minutos

Figura 29. Estudio de Cas Illia en ratas Wistar, méiodo de cantidad remanente (sigma
menos). Dosis bolo intravenosa 9 mg/kg

La cantidad inicial administrada de Cas IIlia a las ratas fue en promedio de 2.57 mg y se
encontrd una cantidad acumulada en la orina de 759.3 ug, segin el método de trapezoides
lineal, lo que correspondid a un 29.54%, esto puede indicar que un 70.5% de Cas [Ilja ain
no ha sido excretado ya sea inalterado o como metabolito a las 23 horas. La vida media por
este método fue de 529.5 minutos (8.83 horas), que nos indica que debid recolectarse orina
por lo menos durante 63 horas para considerar 7 vidas media donde se asegura el 99.2% de

la dosis de Cas Illia exgretada,
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5.8 Farmacocinética preliminar en perros beagle con administracion de Cas Illia por
infusién iv.

Estos estudios se llevaron a cabo en 2 perros con diferente dosis cada uno, una con 3.0
mg/kg y otra de 9 mg/kg. El estudio se realizdé para obtener los tiempos de muestreo

adecuados y las dosis mas recomendables. Los datos se muestran a continuacion.

5.8.1 Administracién infusion intravenosa, dosis 3.0 mg/kg, peso del perro 13.6 kg.
La grafica concentracion contra tiempo que se obtuvo con las concentraciones sanguineas
al analizarla en el programa WINNONLIN, se muestra en la figura 30, y el modelo al cual

se ajustd mejor fue el de dos compartimentos, presentando alta vanabilidad y baja

correlacion,
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Figura 30. Administracion de Cas Illia en el perro por infusion intravenosa con una dosis
de 3 mg/kg

En la grafica se observa que los datos presentan alta dispersién, por lo cual no se pudo
obtener un modelo consistente. Por otra parte, se observa que el compuesto tarda mucho en

eliminarse y considerando un modelo no compartimental, se presenta un tiempo medio de
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residencia de aproximadamente 2 semanas, una concentracién maxima de 166.1 ug/mL a
los 45 minutos y un drea bajo la curva de 40472.75 pg/mLxmin en la dosis de 3 mg/kg

administrada por infusién intravenosa.

5.8.2 Administracion por infusién intravenosa, dosis 9 mg/kg, peso perro 11.6 kg

La grafica de las concentraciones sanguineas se muestra en la figura 31, con Jos datos

experimentales crudos
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Figura 31. Administracion de Cas IIlia por infusién intravenosa al perro beagle, dosis 9
mg/kg.

El analisis con el programa WINNONLIN de los datos experimentales no se observaron
adecuados de acuerdo al comportamiento de Jos datos, ya que se observa que las
concentraciones del compuesto llegaron a una meseta y no se observé una efiminacion del
farmaco en el intervalo de tiempo estudiado.

Se analizaron los datos por analisis no compartimental y se obtuvieron un TMR de 4 dias
y un drea bajo la curva de cero a infinito de 80798.16 pg/mL x min.

Después de adminjstrar 3.0 mg/kg de Cas [Ilia a perros beagle por infusién intravenosa al
analizar Jos datos no se encontraron interferencias de compuestos enddgenos de sangre ni

posibles metabolitos de Cas ITlia en la cuantificacion de éste.
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En la administracién de dosis baja (3 mg/kg), los valores de concentracién sanguinea y
tiempo presentan variabilidad entre Jas observadas contra las predichas, figura 30. Todos
los valores de concentracidon caen dentro de! intervalo de linealidad reportado (5 -50
pg/mL). La forma de ia grafica obtenida muestra una perfusion del farmaco con dos
velocidades, una inicial, rapida de muy corta duracién y otra mas lenta que se mantiene
hasta el fin de la perfusion, Wagner (80) propone como alternativa clinica este tipo de
perfusién intravenosa ya que existe menor riesgo de obtener en la fase inicial niveles
plasmaticos téxicos.

En el caso de la administracién a perros beagle, con dosis de 9 mg/kg de Cas Illia por
infusidn intravenosa, figura 31, sélo se pudieron tomar muestras sanguineas hasta los 220
minutos porque el perro mostré sintomas de intoxicacion y fallecid, presentando
translocacién de liquidos de las venas a pulmén. Esto nos indicé que esta dosis es tdxica en
pecros. Segun el pardmetro de TMR que fue de 4 dias aproximadamente, lo cual indico
mayor permanencia de Cas Illia en el organismo con esa dosis. Debido a que se obtuvieron
concentraciones sanguineas alrededor de 14 ug/mL, casi constantes a través del intervalo de
muestreo, esto nos puede indicar que la Casiopeina [llia, pudo haber sufrido un proceso de
biotransformacién en el perro debido a que ya no se encontraron concentraciones mas altas
comparadas con la dosis de 3 mg/kg y el metabolito formado pudo haberse distribuido, de
tal manera que pudo ser retenido en tejidos mas profundos, ocasionando la intoxicacion
presentada. De los estudios anteriores se puede inferir que se requiere una dosis menor a 9
mg/kg, un intervalo total de muestreo mads grande ya que el tiempo medio de residencia del
compuesto en el primer perro es de aproximadamente dos semanas, y se requieren por lo

menos 5 vidas medias en dosis unica para calcular parametros farmacocinéticas adecuados
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con una sola infusion. Debido a que la vida media es muy grande, probablemente seria
adecuado el utilizar dosis multiple de 1.0 mg/kg (la tercera parte de la primera dosis) por 3
dias consecutivos, para llegar a lo que se denomina el estado estacionario o de equilibrio y
poder determinar en menor tiempo pardmetros mas confiables. Por otro lado se puede
observar que la dosis de 9 mg/kg presento valores de concentracidn sanguinea de Cas Illia
bajos (aproximadamente de 14 mg/kg en promedio), lo que nos indica que a mayores dosis
no aumentaron las concentraciones de! compuesto inalterado y esto puede deberse a que el
resto de Cas Illia pudo presentar biotransformacidon y distribuirse en Jos tejidos.

De los pardmetros farmacocinéticos obtenidos en cada una de las especies estudiadas tabla

35, se puede observar que varian segun la especie que se haya estudiado.

Tabla 35. Parametros farmacocinéticos obtenidos en las diferentes especies estudiadas.

Parametro Rata Perro Conejo*

farmacocinético
Dosis 9.0 mg/kg 3.0 my/kg 9.0 mg/kg
Depuracién, Cl 0.45 mL/min [.46 mL/min
Volumen de | 0.462 L 0.0167 L
distribucion
Tiempo medio de|17.14h 2 semanas 86 min
residencia, TMR
Vida media de | 1246 h 57 min
eliminacion

* Reporte de tesis (S1)

Estos datos nos indican que de una especie a ofra existe variacion interespecie {o que puede
considerarse y analizarse como una propiedad y consecuencia del peso corporal y los
procesos fisiolégicos. Se requiere de mayor estudio en estas especies para plantear un

escalamiento.
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Con la simple hipotesis de que el escalamiento de todos los pardmetros fisiologicos son
proporcionales al tamafio del cuerpo o masa corporal. El escalamiento farmacocinético
interespecies puede describirse como una operacién donde un parametro farmacocinético
de interés se escala a través de diferentes especies de una manera ordenada (¢l cambio en ]
parametro correlaciona con la masa corporal), lo que da origen a ecuaciones aJométricas,
donde similitudes bioquimicas, fisioldgicas y anatdmicas entre los animales se pueden
generalizar y expresar matemadticamente (81).  Estos estudios contribuyen a la
caracterizacion de este compuesto en modelos animales para evaluar su segundad,
complementandose con los estudios de toxicidad y considerar los estudios no clinicos como

una pauta para la extrapolacion hacia humanos.
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VI. Conclusiones

El desarrollo y optimizacién del método analitico en los diferentes fluidos biolégicos
(sangre, plasma y orina) fue adecuado para su aplicacién en la determinacion del porciento
de union de la casiopeina Illia a proteinas plasmaticas y su cinética de distribucién in vitro,
asi como para los primeros estudios farmacocinéticos en rata Wistar y perro beagle, se
obtuvieron los primeros pardametros que ayudaran a optimizar la dosificaciéon en los
estudios preclinicos en estas especies ya que no se tenia ninguna informacién antecedente.
La evaluaciéon farmacocinética en ratas reveld que la dosis de 9 mg/kg no es tdxica para
esta especie y se obtuvieron parametros farmacocinéticos que indican una distribucién del
compuesto en circulacion sanguinea, con una vida media de 12.5 h y una excrecién de Cas
[Ilia inalterada en orina de 30%.

La evaluacion farmacocinética en perros reveld que la dosis de 9mg/kg si es tdxica en esta
especie y es posible que la casiopeina Illia puede presentar metabolisﬁo de acuerdo con
los perfiles de concentracion sanguinea contra tiempo. La vida media encontrada con una
dosis de 3 mg/kg fue de 10 dias, y para una dosis de 9 mg/kg fue de 48 dias, lo que hace
suponer que puede cambiar la cinética al cambio de la dosis.

Los parametros encontrados en perro, no son concluyentes y varian segﬁn la especie animal
que se estudie. Se tienen que realizar mas estudios en esta especie, para obtener pardmetros
a dosis menores de 3 mg/kg.

Se cumplieron los objetivos planteados para el compuesto de Casiopeina Ill-ia cuyos
resultados servirdn para proyectar estos estudios hacia el mejor conocimiento preclinico

que aportara datos relevantes para su aplicacion y dosificacion en la clinica en un futuro.
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VIIL. LISTA DE ABREVIATURAS

Cas IlIlia. Casiopeina Illia

ND. No detectado

LVF. Leucemia viral felina

CL. Concentracién de farmaco libre
Cr. Concentracion de farmaco total
Cy. Concentracion de farmaco unido
fi. Fraccion de farmaco libre

fu Fraccion de farmaco unido

F. Farmaco

P. Proteinas

Ka. Constante de equilibrio de afinidad

Kd. Constante de equilibrio de disociacion

AAG. a -1-glicoproteina

VLDL. Lipoproteihas de muy baja densidad

LDL. Lipoproteinas de baja densidad

IDL. .Lipoproteinas de densidad intermedia

HDL. Lipoproteinas de alta densidad
Cl. Depuracion sistémica

Vd. Volumen de distribucion

t¥. Vida media de eliminacion del farmaco

ABC, - . Area bajo la curva de perfiles de concentracién plasmaética o sanguinea contra

tiempo de cero a infinito
DMSO. Dimetilsulfoxido
PEG. Polietilenglicol

Cp. Concentracion plasmatica o sanguinea del farmaco
k. Constante de velocidad de primer orden
Vc. Volumen de distribucion del compartimento central

V3. Volumen de distribucion del compartimento periférico
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LISTA DE ABREVIATURAS

o. Fase alfa, fase inicial de distribucion del fArmaco en un modelo de dos compartimentos
con administracion intravenosa

B. Fase de eliminacién, o fase terminal en un modelo de dos compartimentos con
administracion intravenosa

ka1, kio , ki2. Microconstantes en un modelo de dos compartimentos con administracién
intravenosa

Ay B. Interceptos de la grafica concentracion-tiempo en una administracién intravenosa en
un modelo de dos compartimentos

R: Velocidad de infusion , orden cero. Unidades cantidad/tiempo

D. Cantidad de farmaco en el cuerpo después de una administracién por infusioén
intravenosa

TMR. Tiempo medio de residencia

TVR. Varianza de la distribucion de frecuencias en el tiempo medio de residencia

ABCMp. .. Area bajo la curva del primer momento de cero a infinito

HeLa. Lineas célulares de carcinoma cervico-uterino humanas

SiHa. Lineas célulares de carcinoma cervico-uterino humanas

B¢. Linea tumoral murina tipo melanoma

Li210. . Linea tumoral murina tipo leucemia linfoide

LL. Carcinoma de pulmén de Lewis

Sis0. . Linea tumoral murina tipo sarcoma

%ILS. Porcentaje de sobreviva

PET. Técnica de tomografia de emision de positrones

CLAR. Cromatografia de liquidos de alta resolucion
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Abstract

A sensitive and specific liquid chromalographic method using extraction with zinc suffate has been develaped for the
determination of Casiopeina [1li and validated over the linear range 5-100 pg/m!l in | m) of rac plasma. The analysis was
pectormed on a Symmetry C,, (5 wm) column. The mobile phase was methanol: 0.01 & phosphate buffer pH 6.5 (30 60,
v/v). The column effluent was monitored at 262 nm. The results showed that the assay Is sensitive at 5 pg/ml. Maximum
intra-day coefficient of variation was 10.6%. The recovery obtained in plasmz was 87.2%. The method was used to perform
protein binding studies by equilibrium dialysis in rat plasma and was found to be satisfactory. © 2002 Elsevies Science
BV. All nghts reserved.

Keywords: Antincoplasuc: Casiopeina Illi

1. Introduction OH. NO,) snd O-N=aminoacidate (V). N-N=356-

dm.1.10-phen and O-N=aminoacidate (VI). N-N=

A series of mixed chelated copper(ll) complexes
of general formulae Cu(N-N)}O-N)NO, or Cu(N-
N)(O-0)NO, (when N-N=47-dph.1.10-phen and
O-N=amunoacidate (I). N-N=1[(.10-phen. or 4.7-
dm.l.10-phen and O-N=aminoacidate (). N=-N=
2.2-bipy or 1,10-phen and O-O=acac or salal (111).
N-N=44.-dm 2.2-bipy or 2.2-bipy and O-N=
aminoacidate ([V). N-N=5R.1.10-phen (R=Me, ClI.

*Corresponding author. Fax: +52-5-616-2010
E-mail address: lena@scrvidor.unam.mx (L. Ruiz-Ramirez).

3.4,7,.8-dph.1.10-phen or 2.9-dm. 4.7-dph.).10-phen
and O-N=aminoacidate {VII), have been regisiered
under the name of CASIOPEINAS™ [1-3].

These compounds have shown cytotoxic and
antineoplastic activity in vitro and n vivo [4-7]:
stability constants oand structural data have been
reported (8—11]. Also, a study of the aclivity dismut-
asa superoxide (SOD) of Casiopeinas has been
reported [12]. Swudies of mechanisms of action are in
progress.

Casiopeina [lli (when N-N=4.4-dm.2.2-bipy. O-

1570.0232/02/5 - cee {ront matler © 2002 Elcevier Science BV, All rights reserved.

PIT: S1570-0222(02)00064-3
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O=acac) is a potentially useful antineoplastic agent
(13). ltas very active against L1210 leukemia cells
and also kills cells by apoptosis [14]}, induces a weak
recombinogenic action and has the ability to degrade
DNA in vitro under a range of several culures (15].
This work was realized as part of a global project for
the design and development of antitumor molecules
named Casiopeina al the National University of
Mexico.

[n order to determine the protein binding and the
preclinical pharmacokinetics parameters in rats, a
sensilive and specific method of assay was needed in
order 10 measure the drug in plasma. This paper
describes a rapid. specific. reliable and sensitive
analytical method based on reversed-phase liquid
chromatography for the quantitation of Casiopeina
I[;. The method was validated according 1o pro-
cedures, and acceplance criteria based on USP XXIII
guidelines [16] and recommendations of Shah et al.
(17]. Bresolle et al. {18] and Braggio <t al. {19].

2. Experimental
2.1. Materials and reagents

Casiopeina Uli (Fig. 1) was obuwined in our
laboratory following the procedure reports in Patents
(1.2]. Pooled rat plasma samples were used for the
validation method.

Methanol was HPLC grade and other reagents

Me Me
7 N\__/ \
N /T
/N - NOy
Me" - ~ Me

Fig. 1. Chemical siructure of Caxiopeina {Ili

were analylical grade. Naproxen was used as internal
standard. it was added to academic solulions in a
concentration of 10 pg/ml (calibration samples in
mobile phase and controt rat plasma samples). The
relative peak area (drug peak/internal standard peak)
was analyzed.

2.2. Animals

Male Wistar rats (250-300 g) were kepl under
clean conventional conditions and had access o food
and water ad libiwm.

2.3. Chromatographic conditions

A high performance liquid chromatograph ap-
paratus was used with a Shimadzu pump Model
LCIOAS (Kyoto, Japan), a Shimadzu variable-wave-
length UV absorbance detector (Model SPD10AV), a
Shimadzu automatic injector (Model SIL 10A) fitted
with a 50-pl sample loop (Cotati. CA, USA), a
Shimadzu system controller Model SCL 10A
(Kyoto. Japan) and on integrator chromatography
data station (Shimadzu Class VP Version 5.0.
Shimadzu, 1999). a staialess steel analytical column
of 250%4.6 mm I.D. (Waters Asscciates, Millford,
MA. USA) packed with Symmetry C,, {particle size.
5 pm). The mobile phase of 0.01 M sodium phos-
phate buffer (pH 6.5)/methanol (60:40) was kept at
a flow-rale of | ml/min. The analyses were carried
out al 20-24 °C. The absorbance at 262 nm was
recorded at a sensitivity of 1.0 AUFS (absorbance
units full scale) in the programmed parameters. A
C,«. 5 pm precolumn (Security Guard, Phenomenex
guard cartridye system) was used.

2.4. Sample preparation

To I ml of plasma in a 5-ml centrifuge tube was
added 0.1 ml of zinc sulfate (10% w/v) {20]). The
mixture was shaken for 15 s in a vortex, then | ml of
mobile phase was added 1o Naproxen {(concentration
of 10 mg/). in the stock solution) followed by
vigorous stirming for 15 s. and centnifugation for 10
min at 5000 g.

The supernatant was filtered through a green 23-
mm syringe Rlter 0.2 am (Acrodisc. Gelman Sci-
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ences). An aliquot of 250 @l was put in the vials and
30 pl injected into the HPLC system.

2.5. Calibrarion curves in mobile phase

Casiopeina M1} (10.0 mg) was diluted in water in a
10-ml volumetric flask. and the required concen-
trations (5-100 pg/m}) were prepared in mobile
phase at a dilution of 5.0 ml.

2.6. Calibration curves in rat plasma

Casiopeina [IIi (10.0 mg) was diluted in a liule
water (less than 7% of the total volume). and then
diluted to 10 m) in rat plasma in a volumetrc flask
(1.0 mg/ml): the required concentrations (5-75 pg/
mi) were prepared in rat plasma ar a dilution of 5.0
mi.

2.7. Calibration curves in phosphate soluron (64
mM, pH 7.4)

Casiopeina 115 (10.0 mg) was diluted in 10 ml of
phosphate solution. The required concentrations (5-
50 wg/mt) were prepared in phosphate solution at a
dilution of 5.0 ml.

2.8. Prorein binding studies

In a preliminary study. equilibcium dialysis was
used o determine protein binding in rat plasma. To
avoid problems with equilibrium dialysis equipment
with Ave cells, it was validated before analysis with
no adsorption of Casiopeina IIli at the membrane: it
was treely permeable. Shift volume was also ana-
lyzed (the water which passed over the buffer 1o
plasma, but the displaced volume is less than 10%)
and blank errors (the membranes do not have any
soluble impurity which could give some absorption
at the analyzed wavelength) (21.22]. Teflon cells and
Spectra/Por® 2 dialysis membranes were used with
molecular mass cut-offs of 12-14 000 Da (Spectrum,
USA). Membranes were washed in distilled water for
approximately 30 min, another 30 min in methanol,
and they were put in phosphate buffer solutions of
pH 7.4, one day before use. The equilibrium time
was 3 h: to find this time, | ml of phosphate buffer
solution (64 mM. pH 7.4) was placed in the narrow-

est cell of dialysis equipment and in the wider cell
was placed 1 ml of rat plasma with 50 wg/ml of
Casiopeina 1ITi. The concentration in both cells was
analyzed several times (0. 30. 60. 90. 180, 250. 320.
400 and 480 min) using the methodology mennoned
in Section 2.4 and HPLC (Fig. 2).

Animal plasma samples were prepared from blood
laken from the Wistar rat species. plasma was
collected from =5 animals and pooled prnor to
storage at —20°C for <I month. Plasma (1.0 ml)
adjusted 1o pH 7.4 with carbogen gas (5% CO,. 95%
0O,) and spiked with different concentrations of
Casiopeina Iili was dialyzed against an equivalent
volume of phosphate buffer (64 mM. pH 7.4) made
isotonic with NaCl at 37 °C for 5 h, until equilibrium
was reached according 10 a prestudy.

All experiments were camied out in quintuphcate.
Three concentrations of Casiopeina [lli in rat plasma
(10. 25 and 350 pg/ml) were analyzed and prepared
as menlioned in Section 2.6.

After 5 h. the selulions of phosphates and plasma
were analyzed by BRPLC. The plasma samples of rats
were analyzed for total drug concentration using the
method described in Section 2.4, phosphate sotution
samples were filtered by Acrodisc filters and then
injected inta the HPLC,

Calibration curves in rat plasma, prepared at 5, 10,
25, 50. 75 pg/ml of Casiopeina {lli and calibration
curves in phosphate selution prepared as mentionad
before. at a concentration of 5. 10, 20. 40 and 50
pe/ml of Casiopeina. with the gialyzed samples in
plasma and phosphate xolution were run at HPLC.

25
2 20
g s
8
: 10
E 54
(3]

0

0 100 200 300 400 500
Time (min)

Fig 2. Equilibrium time Tor Cusivperna Ui with the diadysis
meihodology.
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The unbound and bound drug concentration were
determined. The unbound fraction (fu) of drug was
calculated as the ratio of concentrations between
phosphate buffer solution and the total concentration
in plasma. It was assumed that albumin is the only
protein binding involved

fu(%)=C 1C, . X 100

bullee feand

Where Cmul = CMund + Cunhnum!'
2.9. Stabiliry studies

For stability studies, control rat ptasma and buffer
phosphate (64 mM, pH 7.4) solutions were spiked
with Casiopeina lifi at 6 and 37 °C: each determi-
nation was carried out in triplicate.

2.10. Pharmacokinetics application (rat)

Wistar fats (n=18) were administered with a
single 1.v. dose of 4.5 mg Casiopeina [lli/kg body
wt. in a solution of 1% NaCl. Blood samples were
collected at 0. 10, 15. 20. 30, 45. 50, 90 and 120 min
postdose. Two rats were bled once per time point.

Plasma was prepared by centrifugation of blood
angd plasma samples of Casiopeina [l]i were analyzed
in 1 ml of rat plasma, described in Section 2.4.
Calibration curves (5-100 pg Casiopeina IIli/ml)
were made with the same described exicaction
methodology and were tun with the samples into
HPLC.

3. Results and discussion

Chromatograms of plasma are shown in Fig. 3.
The retention time for Casiopeina [IIi was 5.0 min.
No interfering peaks from plasma were detected at
the retention time of Casiopeina [lli. The probable
decomposition compounds are 4.4’-dimethyl 2.2’-
bipyrndin-Cu and acetylacetonate-Cu. This statemenl
was corroborated by an experiment in which the
dissociated compounds proposed were analyzed and
the retention time found for 4.4'-dimethyl 2.2'-
bipyndin-Cu was 2.3 min and the retention time for
acetylacelonate-Cu was 6.0 min. These relention
times were compared with Lhose obtained in the
expeniment with the onginal drug.
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§1
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L uniugwenalih |
) K 10 min
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<
I___- Nureos e

0 s 10 min

Fig. 3. (A) Chrom:utogram ol blank plama with intermal standard.
Naproxen. retennon time (.Y min. (8) Plasma piked with
Casiopeiaa L (25 pg/mb. rewenuon ume 5.0 min. (C) Plasmg
spiked with heparin irciention tine 8.7 mn) apd Naproxen
{intermal standaed).

A linear relationship (r=0.9988) was tound when
the relative peak area of Casiopeina 11li was plotied
against various concentrations from 5.0 to 100 wg/
m].

The intra-assay precision of the validation was
esimated from calibration curves in rat plasma (5.
10. 25. 50. and 100 pg/ml of Casiopeina IlH)
prepared separately the same day in triplicate.

The corresponding mean determination coefficient
(r*) of the linear regression analysis was 0.9978. and
the CV. was from 1.7 1o 9.1%. Inter-day precision
was estimated from the calibration curves in ral
plasma worked in niplicate an theee different days.

Intra-day and inter-day precision of the method.
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assessed by analyzing samples with plasma spiked
with known amounts ef Casiopeina i, are given in
Table I. It can be seen that the maximum within-day
coefficient of variauon was 10.6% at 5 pg/ml.

The recovenes of Casiopeina [ITi were determined
by comparing the relative peak area from plasma
spiked with known amounts of the compound (5.0.
10.0, 25.0. 50.0 and 100.0 pg/ml) using the ex-
traction procedure described versus the relative peak
area from the same series prepared in mobile phase
and injected into HPLC. Each sample was dzler-
mined 1n tniphcate. The mean recovery of Casiopeina
JIli in plasma was on average §7.2%. The hepann
used as anticoagulam in plasma samples showed a
retention time of 8.7 min (Fig. 3C).

The LOQ of 5 pg/m! was defined as the sample

Table 1
Intra-day and inter-day precision of the HPLC mcthodology in rat
plasma samples

Theorctical Expenmenial CV.  Recovery (%)
concentration concentration (%)
(eg/mhb) (peg/ml)
Intra-day (n=3)
5 4.20 92 840
10 3.52 17 852
25 3213 14 885
S0 44.50 I 89.0
100 85.10 39 851
Average recovery
86 36
Inter-day {n=6)
5 4.23 106 34.6
10 3.76 29 876
15 23 26 892
50 43.56 28 871
100 86.43 35 864
Average reconvery
87.0
Inier-day (n=9)
5 43S 93 870
10 8.92 43 892
25 2312 34 923
30 43.87 47 877
100 85.67 18 857
Average recovery
38.4
Total average recovery
87.2

n 15 the number of samples used in siandard deviaton.

conceniration from spiked rat plasma resulting in the
minimum concentration 1n the validated curve.

The limit ol detection (LOD}) was defined as the
sample concentration resulting in a peak area of three
times the noise level, A value of 150 ng/ml was
determined.

The stability of Casiopeina 1l before and after
sample pre-treatment was determined. After 48 h al
6 °C. 96% of Casiopeina Illi was still present in rat
plasma. In buffer phosphate solutions, there was 97%
Casiopeina [Ih at 37 °C afier 24 h and plasma spiked
wilth Casiopeina 11 at 37 °C was determined 10 be
97.5% for 24

The precolumn filter was changed after 60 samples
and the column was used for 45 samples with
Casiopeina [lli plasma extraction; after this, it needs
to be washed with warm waler (approximately (00
ml) and methanol/water ():1) (approximately 100
ml). The life of the column was about 730 injections.

In protein binding studies in rat plasma at con-
centrations of 50, 25 and 10 pg/mi. a lower per-
cenlage (12.9%) was observed at a high concen-
tration {50 pg/ml) and a high percentage (83.9 and
77.2%) at 25 and 10 pg/m) (Fig. 4).

Results showed that protesn binding in rat plasma
was higher than 80% in concentrations of 25 and 10
rg/m). More analyses must be carried oul by this
methodology in order to understand the behavior of
Casiopeina [Ili in the presence of several plasme
proleins.

40

upbouna Iraclion %

30

20

(=]
)
3

Cone ug/ml

Fig. 4. Preliminary protein binding of Cusiopeinz 1lJi. in rm
plasma by cquilibnum dialysis.
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Fig. S Pharmacokinctics application of Casiopeina 11 (Wistar
rat). with SD and two determinations per point.

3. /. Pharmacokinetic resulis

No chromatographic interferences from any endo-
genous compounds were found.
Fig. 5 shows the plasma conceniration-ume pro-

file of Casiopeina Illi after the administration of 4.5 -

mg/kg. Apparently. the concentraton C,, at zero
time, was 13.4 pg/ml, in a two-compartment mode!
obtained by WINNONLIN sofiware, and the beia
half-life obtained was 276.] mun. In a preliminary
study. the half-life oblained suggests that Casiopeina
[1]} is distibuted in severa) organs

4. Conclusions

The method developed proved to be useful and
reliable for the determination of Casiopeina [lli in
plasma. The pre-treatment procedure for the sample.
involving djrect precipitation with zinc sulfate. is fast
and simple.

The method, validated for concentrations ranging
from 5 1o 100 pg/ml. had good repeatability and
accuracy and low limits of quantification and de-
tection. The recovery of Casiopeina Illi was good
enough, it is reproducible and constant over the
entire ranging of the calibration line. This method is
sufficiently sensitive 10 perform protein binding by

equilibium dialysis and can be applied in fulure
preclinical pharmacokinetic studies.
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