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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las parasitosis intestinales, ocasionadas por protozoarios o helmintos, afectan a mas de 3000
millones de personas en el mundo. Estas enfermedades constituyen un problema de salud
plblica para paises como la Republica Mexicana. *

Para tratar de combatir estos padecimientos, se utilizan principalmente medidas sanitarias o la
quimioterapia. En este Gltimo ambito se ubica nuestro grupo de investigacion, donde se
disefian y sintetizan moléculas con actividad antiparasitaria. Una vez que los compuestos son
sintetizados, se evalla su efectividad in vitro contra los parasitos de interés. Aquellos
compuestos que presentan las mejores potencias de actividad se evaltan en estudios in vivo.
Lamentablemente, muchos de los compuestos con buena potencia in vitro, no presentan
actividad in vivo, por lo que tienen que ser excluidos del proceso de investigacion. Una de las
causas del fracaso de los compuestos en los estudios in vivo son sus deficientes propiedades
farmacocinéticas. Por lo que es necesario determinar la mayor cantidad de estas propiedades
desde la etapa del descubrimiento de moléculas activas, antes de realizar los estudios in vivo.
Sin embargo, los métodos tradicionales para la determinacion de estas propiedades, demandan
cantidades mayores a un gramo de los compuestos problemas y un tiempo de analisis de varias
semanas de realizacion; situacién que no es favorable en la etapa del descubrimiento, donde se
tienen decenas de compuestos en cantidades menores a 50 miligramos.

En este contexto se ubica el presente trabajo de tesis, el cual tiene como propdsito contar con
un procedimiento que nos permita determinar la unién a proteinas plasmaticas de un
compuesto utilizando una cantidad de 10 mg del mismo y un tiempo de analisis no mayor a
dos semanas.

La union a proteinas plasmaticas es una propiedad farmacocinética importante, debido a que
los compuestos que se unen a ellas en un alto porcentaje, mostraran problemas de actividad in
vivo. El término union a proteinas plasmaticas, incluye a la albumina, a-1-glicoproteina,
lipoproteinas y globulinas, que son algunas de las proteinas que pueden interaccionar con
farmacos. La albdmina, fue la proteina que se eligio para el desarrollo de este trabajo. Esta
macromolécula es a la que con mayor frecuencia se unen los farmacos y la que tiene mayor

probabilidad de fijar los derivados bencimidazolicos que se estudian en este trabajo de tesis.
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2. HIPOTESIS y OBJETIVOS
2.1. Hipotesis

e Mediante procedimientos de ultrafiltracion y la cromatografia de liquidos de alta
resolucion, se podra determinar el porcentaje de union a albdmina de derivados
bencimidazolicos, utilizando una pequefia cantidad del compuesto problema en un

tiempo de operacion menor a dos semanas.

2.2. Objetivo general
e Implementar un método para estimar la union a albimina de dos derivados

bencimidazolicos, utilizando 10.0 mg del compuesto problema.

2.3. Objetivos particulares
2.3.1. Desarrollar un método analitico para la cuantificacion de los derivados
bencimidazolicos GNV14 y VMASS82.
2.3.2. Implementar un método de union a proteinas mediante ultrafiltracion.
2.3.3. Determinar el porcentaje de union a albimina de los derivados bencimidazolicos
GNV14y VMASS2.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Parasitosis intestinales

Son un grupo de enfermedades que representan un problema de salud publica en los paises en
vias de desarrollo, como la Republica Mexicana, debido tanto a la insalubridad en que viven
algunos grupos marginados, como a la falta de informacion sobre medidas sanitarias
preventivas.?

Los sintomas mas comunes de estas enfermedades son dolor abdominal y diarrea lo que
provoca que se confundan con otra clase de enfermedades de diferente etiologia. Esta
situacion dificulta su censo sanitario. Adicionalmente, es comun la automedicacion que
conlleva a la aparicion de parasitos resistente a los farmacos presentes en el mercado. *

Las parasitosis intestinales son causadas por protozoarios y helmintos; los primeros originan
los padecimientos como la amebiasis, giardiasis; los segundos ocasionan la ascariasis,

oxiuriasis, entre otras.>®

De acuerdo al Boletin de Epidemiologia de la Secretaria de Salud, hasta la semana 17 del

2007, en Mexico se reportaron los siguientes casos de enfermedades parasitarias del aparato

Amebiasis Giardiasis Ascariasis Otras Otras
protozoosis helmintiasis

digestivo.®

200000
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140000
120000
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Casos reportados

Esquema 1. Incidencia de parasitosis en México (semana 17, 2007)

Como se puede apreciar en el Esquema 1, la incidencia de este tipo de enfermedades es
elevada y cada vez es mas comun encontrar parasitos resistentes, por lo que actualmente es

una necesidad importante, la basqueda de nuevos compuestos antiparasitarios.
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3.2. Los derivados del bencimidazol como antiparasitarios

El descubrimiento del tiabendazol en 1961 abrid las puertas para el desarrollo de toda una
gama de derivados del bencimidazol como agentes antiparasitarios de amplio espectro, tanto
en medicina humana como en veterinaria. Sin embargo, algunos de ellos, como el tiabendazol,
mostraron extenso metabolismo de primer paso y pérdida de eficacia durante su
administracion en animales de experimentacion, por lo que fueron retirados para uso

terapéutico en medicina humana.*

5 N3 HO N
N NN

Q< — "
H H

tiabendazol metabolito del tiabendazol
)
S
He” N\ N\ N\
>7NHCOOCH3 >NHCOOCH3
N N
H H
albendazol mebendazol

Esquema 2. Derivados del bencimidazol antiparasitarios

Actualmente, los derivados del bencimidazol méas conocidos como antiparasitarios son el
albendazol y el mebendazol. Estos compuestos son efectivos y seguros para el tratamiento de
la mayoria de las parasitosis intestinales provocadas por helmintos. La razén de su éxito en el
tratamiento de dichas infecciones radica en que, ademas de su accidén antiparasitaria,
practicamente no se absorben por el tracto gastrointestinal debido a su escasa solubilidad
acuosa; circunstancia que favorece su accion localizada. Sin embargo, esta ventaja para el
tratamiento de infecciones intestinales, se transformO en una desventaja cuando dichos
compuestos se emplearon en el tratamiento de parasitosis extraintestinales, donde los
resultados obtenidos fueron erraticos.®

Para tratar de rebasar los problemas de insolubilidad acuosa que presentan el albendazol y el
mebendazol, asi como incrementar el nimero de compuestos antiparasitarios disponibles,
tanto para parasitosis intestinales como extraintestinales, nuestro grupo de investigacion
sintetiz6 nuevos derivados bencimidazolicos sustituidos con diferentes grupos en las

posiciones 1, 2, 5y 6 (Esquema 2). Varios de estos compuestos mostraron actividad
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antiparasitaria in vitro con valores de concentracion inhibitoria media (Clsg) menores a 10
uM. Dos de estos compuestos, el GNV14 y el VMASS82, fueron evaluados frente a dos
protozoarios que infectan el tracto gastrointestinal (Giardia intestinales y Entamoeba
histolytica), un protozoario que causa infeccion extraintestinal (Trichomonas vaginalis) y un
helminto (Trichinella spiralis) que infecta musculos en su fase larvaria. Es importante sefialar
que el GNV14 super6 al albendazol en todos los casos y VMAS82 super6 al albendazol en
Entamoeba histolityca, agente causal de la amebiasis, y en Trichomonas vaginalis, agente

causal de la tricomoniasis (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad antiparasitaria de nuevos derivados del bencimidazol

Giardia Entamoeba | Trichomonas | Trichinella
Compuesto Estructura intestinalis | histolytica vaginalis spiralis
C|50 (HM) C|50 (MM) C|5o (HM) % de
reduccion?
© N
GNV14 \<I\>*CF3 0.030 0.009 0.016 80
cl N
Cl CH,
N (@]
LI
VMASS2 ST N N\ 0.310 0.242 0.320 NR
| Y—CcF,
H
N
CH,
albendazol 0.037 56.60 1.592 67

fconcentracion de 1.88 uM; NR: no redujo

Ademas de la actividad bioldgica que presente una molécula (propiedad farmacodinamica),
un aspecto adicional que debe de cubrirse es la determinacién de sus propiedades
farmacocinéticas. Para que una molécula pueda tener posibilidades de formar parte de un
medicamento, debe presentar ambas propiedades evaluadas y con valores aceptables para el
uso requerido.

Las propiedades farmacocinéticas de un principio activo tradicionalmente se determinan
cuando los compuestos activos llegan a las etapas de evaluacién clinica, cinco a siete afios
después de ser descubiertos. Para su evaluacion se siguen los procedimientos establecidos por
la Farmacopea, los cuales demandan una cantidad de al menos 1 g del compuesto y un
periodo de al menos seis meses para desarrollar un método analitico validado del mismo. Una

desventaja de esta tradicional forma de evaluacion es que el compuesto rechazado en esta
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etapa practicamente ya no tiene posibilidad de ser optimizado para continuar su desarrollo.
Desafortunadamente cuando esto sucede ya se invirti6 mucho esfuerzo y dinero en los
estudios de investigacion previos. La mayoria de los compuestos que son rechazados en las
etapas clinicas presentan propiedades farmacocinéticas inadecuadas para convertirse en

medicamentos.

Con la intencion de contar con mejores criterios de seleccion de moléculas para estudios
posteriores y disminuir el riesgo de ser rechazadas por presentar propiedades farmacocinéticas
inadecuadas, nuestro grupo de investigacion pretende adelantar la determinacién de algunas
de dichas propiedades a la etapa del descubrimiento. Algunas de las propiedades que se
pudiesen determinar en esta etapa inicial son la liposolubilidad, la solubilidad acuosa, la
estabilidad metabodlica y la unién a proteinas. Es importante indicar que en la etapa del
descubrimiento se cuentan con muchas moléculas para este tipo de estudios, en cantidades de
unos cuantos miligramos de las mismas. Situacion que demanda hacer cambios en las
metodologias tradicionales tanto en su implementacion como en los criterios establecidos para

su validacion y tiempos de operacion.

3.3. Union a proteinas
Una vez que un farmaco ha sido administrado, su efecto terapéutico depende de diversas
variables, algunas de ellas son caracteristicas intrinsecas del mismo compuesto y otras son
resultado de la interaccion del compuesto con el organismo receptor.
Entre las propiedades referentes al farmaco se encuentran: >’

- Estructura y tamafio de la molécula

- Constante de acidez (pka)

- Solubilidad acuosa

- Liposolubilidad (Log P)
Entre los relativos al organismo, se encuentran: >’

- Unidn a proteinas

- Metabolismo (reacciones de biotransformacion)

- Caracteristicas del paciente (enfermedades, edad, sexo, etc.)
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Actualmente nuestro grupo de investigacion ya implementd los procedimientos para la
determinacion experimental de la solubilidad acuosa y la liposolubilidad; y la determinacion

del pKa mediante el uso del programa ACD-Labs.

En este trabajo de tesis se abocara a la determinacion de la unién de compuestos a la
albumina. La union de farmacos a proteinas es un parametro farmacocinético muy importante,
ya que solamente la fraccion libre del farmaco se encuentra en disposicidén de acceder a su

sitio de accion o a su blanco de accién y, por lo tanto, ser eficaz.*

a)

e ©
e

@%}y

\/

ALBUMIN A

(@ FARMACO UNIDO
§ FARMACO NO UNIDO

Figura 3. a) Uniones inespecificas de la albimina®b) Estructura de la albimina.’

Al llegar al torrente sanguineo, las proteinas plasmaticas pueden fijar moléculas de farmacos
principalmente mediante interacciones reversibles tales como enlaces de hidrdgeno o fuerzas
de Van der Waals. Los aminoacidos que componen las proteinas tienen grupos carboxilo,
hidroxilo, etc. responsables de la interaccion reversible con farmacos. Estas uniones son, por

lo general, inespecificas [Fig.3 (a)].®

10
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La unidn irreversible de un farmaco a una proteina plasmatica es mucho menos frecuente y se

produce como consecuencia de una activacion quimica del farmaco que se une a la proteina

mediante un enlace covalente. Esta union irreversible es la responsable de ciertos tipos de

toxicidad que se presentan a largo plazo.?

El plasma humano contiene més de sesenta proteinas de las cuales las mas importantes para la

fijacion de farmacos son:®

a)

b)

d)

La albumina [Fig. 3 (b)]. Es la mas abundante y la maxima responsable de la fijacion de
farmacos. Su peso molecular es 66 000 daltons. En condiciones normales los niveles
plasmaticos de albdmina son de 30-45 g/L. Aungue la albumina fija una gran variedad de
farmacos, desempefia un papel fundamental en la fijacion de farmacos neutros y acidos
débiles. El sitio de union de los &cidos es el grupo N-terminal de las proteinas mientras
que las bases parece ser que se fijan de una forma inespecifica.

La a-1-glicoproteina. Es la mas pequefia de las proteinas plasmaticas, con un peso
molecular de 41 000 daltons y un gran contenido de acido sialico, lo que le proporciona
una naturaleza acida y un bajo pka, es por eso que fija principios activos basicos.
Lipoproteinas. Moléculas de gran tamafio, cuyo peso molecular alcanza y, a menudo
sobrepasa los 2 500 000 daltons. Fijan, principalmente, farmacos muy liposolubles vy,
generalmente, de naturaleza bésica.

Globulinas. Las a, B y vy globulinas constituyen un grupo importante de proteinas con
capacidad para fijar farmacos. Su peso molecular varia segin la clase a la que
pertenezcan. Las a y B globulinas presentan una gran afinidad por sustancias endogenas y
exogenas de estructura similar. Mientras que la y-globulina reacciona especificamente

con antigenos, pero inapreciablemente con la mayoria de los farmacos.

De las macromoléculas anteriores, la albimina es la proteina de interés para el desarrollo de

este trabajo. Existen diferentes técnicas para la determinacion de la union a proteinas.

3.3.1 Técnicas empleadas en la determinacion de union a proteinas

Las mas importantes son las siguientes:*

a) Ultrafiltracion: Es una técnica sencilla y rapida. EI plasma con farmaco se sitda en una
unidad de ultrafiltracion, que consta de dos compartimentos separados por una

membrana. Esta membrana permitira el paso del plasma y de sustancias de bajo peso

11
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b)

molecular, mientras que las moléculas de gran tamafio, como las proteinas, quedaran
retenidas. El plasma se filtra satisfactoriamente utilizando centrifugacidn o una presion
negativa. El filtrado obtenido en el compartimiento inferior tendrd una concentracion
igual a la del farmaco libre. Una limitacion de esta técnica es la posibilidad de que se
produzca adsorcion del farmaco a la membrana del filtro.

En la Tabla 2 se muestra un ejemplo del porcentaje de unién a albdmina de dos

farmacos, que es obtenido por medio de ultrafiltracion.?’

Tabla 2. Porcentaje de unién a alblimina obtenido por medio de ultrafiltracion™

Farmaco % de unién a albiminaa 37 C
Oxycodon 45.1
Morfina 35.3

Didlisis de equilibrio: Es la técnica mas utilizada en los estudios de union a proteinas
“in vitro”. En una célula de dialisis con dos compartimentos separados por una
membrana de dialisis semipermeable se colocan el plasma y la solucion
amortiguadora. El sistema asi dispuesto se incuba a 37 °C hasta que se alcanza el
equilibrio. Una vez que se ha alcanzado el equilibrio se procede a determinar el

farmaco en cada compartimiento.

La microdidlisis. Este método permite la determinacion “in vivo” de la concentracion
libre de farmaco en plasma, tejidos y otros fluidos biolégicos. Mediante un
procedimiento quirdrgico 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 solucién amortiguadora a una velocidad de flujo baja y el
farmaco no unido difundira a la sonda, a través de la membrana, como consecuencia
del gradiente de concentracion. La concentracion de farmaco libre se determina

analizando el dializado.

La tecnica utilizada en el desarrollo de esta tesis fue la ultrafiltracion. El filtrado obtenido a
partir de la ultrafiltracién no debe conservar restos de albumina, ya que al momento de la
cuantificacion del analito se puede obtener un falso positivo. Se utiliz6 el método de Bradford

para garantizar que esto no sucederia.

12




ANTECEDENTES

3.3.2. Método de Bradford para cuantificacion de proteinas

Se requiere un rapido y sensible método de cuantificacién de proteinas en la practica comun
de laboratorios bioquimicos y microbiolégicos.*

La mayoria de los métodos convencionales, como el de Lowry o el de Biuret, interfieren con
otros componentes quimicos que podrian estar presentes en las muestras como sales de

potasio, magnesio, EDTA, detergentes, amortiguadores bésicos y algunos carbohidratos.** 1>

13

El método de Bradford no presenta esos problemas y puede ser facilmente utilizado para
procesar un nimero grande de muestras.’® Est4 basado en un cambio en la coloracion del
colorante azul brillante de Coomassie, que cambia del color rojo al azul; debido a su unién
con aminoacidos aromaticos, en especial arginina. La union del colorante a la proteina, se
lleva a cabo en aproximadamente 2 minutos y mantiene un color estable por 1 hora.** ** La
absorbancia del complejo colorante-proteina se mide a una longitud de onda a 595 nm. ** El
complejo tiene un alto coeficiente de extincion molar, lo que brinda mayor sensibilidad al

método.

Se utiliz6 el método de Bradford sélo para detectar la presencia de albdmina en el desarrollo

experimental de esta tesis, no cuantitativamente.

3.4. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR)

La cromatografia liquida de alta resolucion, comdnmente llamada HPLC por sus siglas en
inglés (High Performance Liquid Chromatography), es el tipo de cromatografia de elucion
mas versatil y ampliamente utilizado, debido a su capacidad para separar especies quimicas
estrechamente relacionadas entre si; pero, también se puede emplear para la identificacion

cualitativa y cuantitativa de especies separadas.® *°

La determinacién cuantitativa se lleva acabo mediante el uso de integradores computarizados
en donde la sefial cromatogréfica, inicialmente analdgica, se digitaliza; es por eso que a través
de algunos programas, se detecta la presencia de compuestos, hacer correcciones por la
desviacion de la linea base, calcular areas y tiempos de retencion, asi como determinar la

concentracion de los componentes.*®
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Actualmente, para optimizar separaciones o cuantificaciones cromatograficas se utilizan
diversas variables. Entre las mas importantes se encuentran escoger una fase estacionaria ideal
para el proceso cromatografico y, utilizar una fase movil a conveniencia del resultado

deseado. ™ 18

Cuando se menciona a la fase movil no sélo se incluye la eleccion de disolventes para las
corridas cromatogréaficas, también se engloba, el tipo de elucion. En cromatografia en
columna, existen diferentes tipos de elucion. La elucion isocrética es la que se lleva a cabo
con un Unico disolvente o una mezcla de disolventes de composicion constante; y la elucion
en gradiente, donde se usan dos o mas disolventes que difieren significativamente en su
polaridad; las proporciones de los disolventes varian de manera programada durante la
separacion. Esta variacion puede ser en forma continua o de un modo escalonado. La elucion

en gradiente, con frecuencia, mejora la eficiencia de la separacion.* *°

Si se eligen las condiciones ideales en cromatografia, se pueden obtener resultados excelentes.
Ademas existen diferentes tipos de CLAR disefiadas para una gran diversidad de analisis
instrumentales.®

La cromatografia de fase reversa es uno de los tipos de CLAR mas utilizado, sobretodo en el
campo farmacéutico debido al amplio espectro de compuestos que pueden ser

cromatografiados.*®

3.4.1. Cromatografia de fase reversa

La cromatografia en fase reversa permite separar moléculas con base en su polaridad. *° La
fase estacionaria esta compuesta por particulas de silica quimicamente modificadas con
hidrocarburos saturados, insaturados o aromaticos. Comudnmente, son mas utilizados los
empaques que tienen enlazados cadenas de hidrocarburos de 18 &tomos de carbono (columnas
C-18) o cadenas de ocho atomos de carbono (columna C-8).* 1

Las columnas C-8 son ideales para la separacion de compuestos de baja a alta polaridad y de
muestras que contienen compuestos con un intervalo amplio de polaridades. Las columnas C-
18 se pueden utilizar para las aplicaciones donde se requiere un maximo de retencion.

La fase estacionaria, por tanto es una matriz no polar; por lo que las fases moviles se
seleccionan entre los disolventes polares, como el agua, metanol, acetonitrilo y acetato de

etilo.

14
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La fuerza motriz de la retencidn en este tipo de cromatografia es el efecto de la fase mavil
para forzar al soluto hacia el interior de la capa hidrofobica. En oposicidon se encuentra la
interaccion de los grupos polares del soluto con la fase movil. En consecuencia, la retencion
hidrofébica involucra principalmente sustancias no polares o la porcion no polar de la
molécula.’® Por lo tanto, ésta técnica proporciona retencion y selectividad éptimas cuando los

compuestos tienen un caracter predominante alifatico o aromatico.

En CLAR, como en muchos otros métodos analiticos, que incluyen equipos para
cuantificacion, se debe de tener una medida de la confiabilidad de los resultados.

3.4.2. Variabilidad intradia e interdia

La confiabilidad en un método analitico, la dan un conjunto de parametros, entre los cuales se
encuentra la precision.’® La precision describe la proximidad entre diferentes medidas
individuales. Para medir la precision en un metodo analitico se debe determinar tanto a nivel

intradia como interdia. *’

Cuando se menciona el término intradia, significa que la misma metodologia se llevaré a cabo
dos veces en el mismo dia bajo las mismas condiciones y con los mismos instrumentos.

Cuando se menciona el téermino interdia, significa que la misma metodologia se llevara a cabo
una vez en cada uno de dos dias diferentes, a la misma hora bajo las mismas condiciones y

con los mismos instrumentos.

Al cuantificar en CLAR se debe determinar la precision intradia e interdia con un minimo de
tres concentraciones (alta, media y baja), cada una por quintuplicado. El coeficiente de
variacion (CV) de la precision determinada a cada nivel de concentracion no debe exceder el

15% entre los replicados.’
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Este apartado incluye los diferentes procedimientos experimentales realizados en el presente
trabajo. Su presentacion estd dividida en tres partes principales acorde con los objetivos

particulares indicados previamente.

4.1 Desarrollo de un método analitico para la cuantificacion de los derivados
bencimidazolicos GNV14 y VMASS82

El desarrollo de una metodologia para la cuantificacion de derivados bencimidazolicos
consistio en preparar las soluciones del analito y cuantificarlas y, con la finalidad de verificar
la precision del estudio, se llevo a cabo el ensayo interdia e intradia.

El ensayo intradia e interdia consistio en evaluar un minimo de tres concentraciones, cada una
por quintuplicado. El ensayo se realizé tres veces, dos en un mismo dia (dia 1) en la mafana y
en la tarde, a la que se le denomina variabilidad intradia, y uno mas en un dia diferente (dia 2)
en la mafiana, a la que se le denomina variabilidad interdia.

Los datos obtenidos en la variabilidad intradia (mafiana y tarde, dia 1) se compararon entre si,
asi como los datos obtenidos en la variabilidad interdia (mafiana de dia 1 y dia 2). El
coeficiente de variacion (CV) de la precision determinada a cada nivel de concentracién no
debia de exceder el 15% entre los replicados."’

El ensayo interdia e intradia entonces consistié en cuantificar la cantidad de analito a tres
niveles de concentracion (50 uM, 5 uM y 0.5 uM) cada una por quintuplicado; en total se
obtuvieron 15 datos de cada concentracién: 5 en la mafiana del dia 1, y para su comparacion; 5

en la tarde del dia 1 (intradia) y 5 en la mafiana del dia 2 (interdia).

a) Preparacion de las soluciones 50 uM, 5 uM y 0.5 uM de analito problema.
Material:

- 1 navecilla de vidrio

- 1espétula

- 3tubos viales

- 1tubo eppendorf de 1.5 mL

- 1 micropipeta de 1000 pL

- Puntas para micropipeta de 1000 pL

- 1 micropipeta de 200 pL

- Puntas para micropipeta de 200 pL
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Sustancias:
- Analito
- Acetonitrilo (ACN)
- Agua desionizada
- Dimetil sulféxido (DMSO)

Procedimiento:

1. Se pesaron 10.0 mg de analito problema y se disolvieron en 2.0 mL de DMSO. Se
obtuvo una solucién con una concentracion de 5 mg/mL

2. Se hicieron 2 diluciones consecutivas 1:10 utilizando como disolvente ACN. Se
obtuvo una solucién con una concentracion de 0.05 mg/mL.

3. Se agreg6 a un tubo eppendorf, el volumen necesario de la solucion de 0.05 mg/mL,
para obtener 1.0 mL de una solucién 50.0 uM de analito problema. Se completd el
volumen faltante con una mezcla de ACN y agua desionizada de tal forma que se
obtuvo la misma proporcion final de ACN:AGUA que la utilizada en la fase movil del

andlisis cromatografico.

b) Cuantificacion de las soluciones 50 uM, 5 uM y 0.5 uM de analito problemay
determinacion de la precision de la técnica.
1. Seinyectaron 5 muestras por cada concentracion de analito.
2. Se obtuvo el area correspondiente a cada inyeccion.
3. Se compararon los resultados obtenidos para obtener la variabilidad intradia y la
interdia.

4. Setomo la decisién acerca de la precision de la técnica.
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4.2. Implementacion de un método de union a proteinas mediante ultrafiltracion.

Se prepararon tres soluciones con una concentracion de 80 uM de analito problema

[ |
Una con PBS, Otra con albUmina Otra con albUmina
llamada corrida en PBS, llamada en PBS, llamada
PBS. corrida A. corrida B.

Se sometid a ultrafiltracion, cada una de las muestras. A partir de aqui se les dio un
tratamiento a la solucion entrante, es decir, la que se filtra (en PBS, homdloga a la
que contiene albumina), al filtro y al filtrado de cada corrida.

[
Filtrado

Solucién

entrante. Ensayo Bradford
I |

[
Filtro

Se tomaron 150 pL de la solucién y se agregaron 200
UL de acetato de etilo (para extraer). Se colocd el tubo
en el termomezclador para imitar la agitacion.

Se enjuago el filtro 5
veces con 5 gotas de
agua, con agitacion.

Se tomaron 100 L de la fase organica (que se separd) y se
colocaron en un tubo eppendorf, para posteriormente

concentrar el analito. Se repiti6 3 veces mas reponiendo

cada vez la fase organica con 100 pL de acetato de etilo.

Se reconstituy6 el analito con 100 pL de fase movil y
se colocé el tubo en el termomezclador para
homogeneizar la solucién.

Se inyectaron 3 muestras por
tubo al CLAR y se
obtuvieron los datos de area

de la solucion entrante.

Se inyectaron 3 muestras
por tubo al CLAR y se
obtuvieron los datos de

area del filtrado.

[

Se agregaron 200 pL
de etanol al filtro y se
centrifugo el filtro en
un tubo eppendorf. Se

recupero el filtrado. Se
repitié 5 veces mas.

Se inyectaron 3
muestras (por tubo)
del filtrado al CLAR y
se obtuvieron los datos
de éarea.

Se resto al area entrante de Ay B, el

porcentaje de analito que se retiene en
la membrana del filtro. Se dividio el
resultado obtenido de Ay B entre la

Se sumaron las areas obtenidas del
tratamiento del filtro y el filtrado.

suma de las areas del filtro y el filtrado

de Ay B respectivamente.

Se obtuvo el porcentaje de
unién a albumina del
analito problema.
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La metodologia que se siguid para la evaluacion de la union a albdmina es la siguiente:

a) Preparacion de la solucién 80 uM de analito problema, para el ensayo con PBS. [Esta
solucion se utilizé tanto como solucion entrante de las tres corridas, como para el ensayo sin
albumina, que tuvo como objetivo determinar el porcentaje de analito que se retiene en la
membrana del filtro]
Material:

- 1 navecilla de vidrio

- lespétula

- 3tubos viales

- 1 tubo eppendorf de 1.5 mL

- 1 micropipeta de 1000 pL

- Puntas para micropipeta de 1000 pL

- 1 micropipeta de 200 pL

- Puntas para micropipeta de 200 pL

Sustancias:
- Analito
- PBS (La concentracion depende del analito)
- Dimetil sulféxido (DMSO)

Procedimiento:

1. Se pesaron 10.0 mg de analito problema y se disolvieron en 2.0 mL de DMSO. Se
obtuvo una solucion con una concentracion de 5 mg/mL

2. Se hicieron 2 diluciones consecutivas 1:10, con una mezcla de ACN:AGUA 1:1, Se
obtuvo una concentracion de 0.05 mg/mL.

3. Se agreg0 a un tubo eppendorf, el volumen necesario de la solucion de 0.05 mg/mL,
para obtener 1.0 mL de una solucién 80.0 uM de analito problema y se complet6 el
volumen faltante con una solucion de PBS con tal concentraciéon que al diluirse a 1.0

mL, se obtuvo una concentracion final de 0.01M.
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a’) Preparacion de la solucion 80 uM de analito problema, para el ensayo con albdmina.
Material:

- 1 navecilla de vidrio

- 1espétula

- 3tubos viales

- 1 tubo eppendorf de 1.5 mL

- 1 micropipeta de 1000 pL

- Puntas para pipeta de 1000 pL

- 1 micropipeta de 200 pL

- Puntas para pipeta de 200 pL

Sustancias:
- Analito
- Albumina en PBS (Su concentracion depende del analito)
- DMSO

Procedimiento:

1. Se pesaron 10.0 mg de analito problema y se disolvieron en 2.0 mL de DMSO. Se

obtuvo una solucién con una concentracion de 5 mg/mL.

2. Se hicieron 2 diluciones consecutivas 1:10, con una mezcla de ACN:AGUA 1:1, Se

obtuvo una concentracion de 0.05 mg/mL.

3. Se agreg0 a un tubo eppendorf, el volumen necesario de la solucion de 0.05 mg/mL,

para obtener 1.0 mL de una solucién 80.0 uM de analito problema y se completo el

volumen faltante con una solucion de albumina en PBS, la albdmina tenia que estar a

tal concentracion que al ser diluida a 1.0 mL se obtuviera una concentracion final de

35 mg/mL (ésta es la concencentracion de la albumina en el plasma humano). ElI PBS

debia tener tal concentracion que al ser diluido a 1.0 mL, se obtuviera una

concentracion final de 0.01M.

Cabe aclarar que la preparacion de las soluciones 80 uM tanto con o sin albumina, debian ser

preparadas por la misma persona, al mismo tiempo y con las mismas micropipetas, con el fin

de que los resultados obtenidos fueran comparables.
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b) Incubacion con albdmina.
Material y equipo:

- Termomezclador (Apéndice 1)

Sustancias:

- Solucién 80 uM de analito problema

Procedimiento:
1. Se coloco el tubo eppendorf (con la solucién para el ensayo) en el termomezclador, y
se activo la agitacion por 20 minutos a una temperatura de 25 °C, a una velocidad de
1000 rpm

¢) Acondicionamiento del filtro
Material:
- 1 filtro (para centrifugar) para eppendorf (Apéndice I)
- 1 tubo eppendorf
- 1 micropipeta de 1000 pL
- Puntas para micropipeta de 1000 pL

Sustancias:
- Soluciéon de PBS 0.01M

Procedimiento:
1. Se agregaron 200 pL de PBS 0.01M en el filtro y se coloco el mismo dentro del tubo
eppendorf.
2. Se colocd el tubo dentro de la centrifuga, y ésta se activd a 8000 rpm a una
temperatura de 25 °C por 50 minutos.

c) Ultrafiltracién.
Material y equipo:
- 1filtro acondicionado
- 1 tubo eppendorf
- 1 micropipeta de 1000 pL
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- Puntas para micropipeta de 1000 pL
- Centrifuga (Apéndice I)

Sustancias:

- Solucion 80 uM de analito problema

Procedimiento:
1. Tomar 300 pL de la solucién 80 uM de analito problema y colocarlos en el filtro para
tubo eppendorf.
2. Colocar el filtro dentro del tubo eppendorf y asegurarse de cerrarlo bien.
3. Colocar el tubo dentro de la centrifuga, y activar la misma a 8000 rpm a una

temperatura de 25 °C por 50 minutos.

d) Tratamiento del filtrado.
Material y equipo:
- 5tubos eppendorf
- 1 micropipeta de 200 puL
- Puntas para micropipeta de 200 puL
- Termomezclador

- Concentrador (Apéndice I)

Sustancias
- Filtrado del analito

- Acetato de etilo

Procedimiento:
1. Se tomaron 150 pL de filtrado y se colocaron en un tubo eppendorf limpio.
2. Seagregaron 200 pL de acetato de etilo al tubo.
3. Se cerr6 bien el tubo y se colocé en el termomezclador por 20 minutos a 25 °C a una
velocidad de 1000 rpm. (para imitar una extraccion en un embudo para extraccion)
4. Posteriormente se tomaron 100 pL de la fase orgénica y se colocaron en un tubo
eppendorf limpio, se sometié a evaporacion a sequedad por medio del Concentrador,

por 30 minutos, a 45°C.
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5.

Mientras tanto se reponian 100 pL de acetato de etilo al tubo eppendorf al cual le
habian sido retirados 100 uL de fase organica. Se paso al paso tres. Se repitid dos

veces mas para tener en total 4 tubos con analito concentrado.

e) Reconstitucion del filtrado y cuantificacion.

Material y equipo:

1 micropipeta de 200 pL

Puntas para micropipeta de 200 pL

CLAR ( Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion)
Jeringa para inyeccién

Termomezclador

Sustancias:

Fase movil [Preparada segun el analito]

Analito (filtrado) concentrado en tubos eppendorf

Procedimiento:

1.

Se agregaron 100 pyL de fase movil a los tubos con analito concentrado. La
composicion de la fase maévil, dependia del analisis en CLAR.

Se colocaron los tubos en el termomezclador y se sometieron a agitacion por 5 minutos
a 25 °C, a una velocidad de 1000 rpm

Se inyectaron 3 muestras de 25 pL cada una, por cada tubo preparado, en el CLAR.

Se obtuvieron los resultados.

f) Tratamiento de la parte entrante.

Material y equipo:

5 tubos eppendorf

1 micropipeta de 200 pL

Puntas para micropipeta de 200 pL
Termomezclador

Concentrador
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Sustancias
- Soluci6n 80 uM de analito problema en PBS (como homoélogo a los que fueron filtrados
pero sin albimina)

- Acetato de etilo

Procedimiento:

1. Setomaron 150 pL de filtrado y se colocaron en un tubo eppendorf limpio.

2. Seagregaron 200 pL de acetato de etilo.

3. Se cerré el tubo y se colocé en el termomezclador por 20 minutos a 25 °C a una
velocidad de 1000 rpm

4. Posteriormente se tomaron 100 uL de la fase organica y se colocaron en un tubo
eppendorf limpio, éste se someti6 a evaporacion a sequedad por medio del
Concentrador, por 30 minutos, a 45 °C.

5. Mientras tanto se reconstituia con 100 pL de acetato de etilo al tubo eppendorf al cual
le fueron retirados 100 pL de fase organica. Se paso al paso tres. Se repitié dos veces

mas para tener en total 4 tubos con analito concentrado.

g) Reconstitucion de la parte entrante y cuantificacion.
Material y equipo:
- 1 micropipeta de 200 puL
- Puntas para micropipeta de 200 puL
- CLAR ( Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucién) [Apéndice 1]
- Jeringa para inyeccion

- Termomezclador

Sustancias:
- Fase mAvil [Preparada segun el analito]

- Analito (parte entrante) concentrado en tubos eppendorf

Procedimiento:
1. Seagregaron 100 pL de fase mavil a los tubos con analito concentrado. La

composicion de la fase movil, dependia del anélisis en CLAR.
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2. Se colocaron los tubos en el termomezclador y se sometieron a agitacion por 5 minutos
a 25 °C, a una velocidad de 1000 rpm
3. Se inyectaron 3 muestras de 25 L cada una, por cada tubo preparado, en el CLAR.

4. Se obtuvieron los resultados.

h) Lavado del filtro
Material:
- 1 tubo eppendorf

- Filtro utilizado para el ensayo

Sustancias:

- Alcohol etilico

Procedimiento:
1. Seenjuago el filtro 5 veces con 5 gotas de agua.
2. Seagregaron 200 pL de etanol al filtro.
3. Se coloco el tubo dentro de la centrifuga, y ésta se activd a 8000 rpm a una
temperatura de 25 °C por 50 minutos. Se repitié cinco veces méas, hasta un total de seis

lavadas con etanol.

i) Tratamiento de los filtrados con etanol.
Material y equipo:
- 1 micropipeta de 200 puL
- Puntas para micropipeta de 200 pL.
- CLAR ( Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucidn)
- Jeringa para inyeccion

- Termomezclador

Sustancias:
- Acetonitrilo (ACN)
- Filtrado de etanol.
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Procedimiento:
1. Se tomaron 50 pL de filtrado de etanol y se depositaron en un tubo eppendorf limpio.
2. Seagregaron 75 pL de acetonitrilo al filtrado con etanol.
3. Se colocaron los tubos en el termomezclador y se sometieron a agitacion por 5 minutos
a 25 °C a una velocidad de 1000 rpm
4. Se inyectaron 3 muestras de 25 pL cada una por cada tubo preparado, en el CLAR.

5. Se obtuvieron los resultados.

4.2.1 Condiciones cromatograficas

a) Condiciones cromatograficas para el GNV14

El ensayo del compuesto GNV14, se llevo a cabo con una columna C-18, con un flujo de 0.5
mL/min, de forma isocréatica, con una fase mdvil acetonitrilo-agua (85:15). El tiempo de

corrida fue de 15 minutos en cada inyeccion.

b) Condiciones cromatograficas para el VMAS82

El ensayo del compuesto VMASS82, se llevo a cabo con una columna C-18, con un flujo de 0.5
mL/min, utilizando un gradiente escalonado, con una fase mdvil acetonitrilo-agua [0-3 min
(60:40), 3-6 min (70:30) y de 6-15 (60:40)]. El tiempo de corrida fue de 15 minutos en cada

inyeccion.
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4.3. Determinacion del porcentaje de union a albdmina de los derivados
bencimidazolicos GNV14 y VMAS82

Para el estudio de la estimacion de la unién a albimina de cada derivado bencimidazélico,
primero se determind que porcentaje del compuesto se unia a la membrana del filtro (corrida

en PBS sin albumina). Para determinarlo se llevo acabo el siguiente procedimiento:

1. Se prepar6 una solucién de analito con una concentracion 80 UM en PBS 0.01M (sin
albumina).

2. Se someti6 a ultrafiltracion.

3. Se cuantifico tanto la solucién entrante (la que se deposit6 en el filtro) [Tg], como el
filtrado y los lavados con etanol .[Ts]

4. Para obtener el resultado del porcentaje de analito que se uni6 a la membrana, se hizo

el cociente entre total de la parte entrante (Tg) Yy el total de la parte que sale (Ts).

. T .,
%union :T—leoo ecuacion (1)
E

El porcentaje que se obtuvo, se considero para la estimacion de la union a albdmina del

analito problema.

Una vez que se obtuvo el porcentaje de compuesto que se unio a la membrana del filtro
utilizado para la ultrafiltracion; se llevaron a cabo los ensayos para determinar qué porcentaje
del compuesto se unia a la albumina. Se sigui6 la metodologia mencionada en el punto 4.2 del
presente desarrollo experimental.

Una vez obtenidos los resultados del total de analito que entré y el total que salio de la corrida
que ya utilizé albumina, se resté a la parte entrante (Tg), el porcentaje de analito que se uni6 a
la membrana, para después poder comparar el resultado obtenido (Tgra) con el total de

compuesto que salid. (Ts)
Te - %union a membrana = Tgreal ecuacion (2)

%union = Ts x100 ecuacion (3)

Ereal

De esta manera se obtuvo el porcentaje de union a albimina de cada compuesto.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se encuentran los resultados de los diferentes procedimientos experimentales

realizados en el presente trabajo. Su presentacion esta dividida en tres partes principales

acorde con los objetivos particulares indicados previamente.

5.1. Cuantificacion de derivados bencimidazolicos.

5.1.1. Variabilidad intradia

La Tabla 3 muestra los datos obtenidos para GNV14 a partir de los cromatogramas de cada

analito: numero de replica, tiempo de retencion, altura, porcentaje de area y area. Este mismo

formato se mantiene para las siguientes tablas de este apartado del informe.

5.1.1.1. GNV14 (50 uMm)

Tabla 3. Variabilidad intradia para GNV14 (50 uM)

Numero de Tiempo de Altura %Area Area
réplica retencion
Mafiana ( Dia 1)
1 4.068 229,506 96.81 1,559,203
2 4.063 233,211 96.28 1,579,995
3 4.061 228,726 97.54 1,550,404
4 4.055 235,739 97.29 1,578,785
5 4.058 243,949 96.90 1,645,388
Tarde (Dia 1)
1 4.068 239,115 97.19 1,630,228
2 4.060 253,748 97.42 1,723,648
3 4.056 246,653 97.90 1,679,169
4 4.061 233,204 97.94 1,572,498
5 4.072 248,830 97.27 1,679,600
X =1,619,892
o =60,222.25
CV.=37%
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5.1.1.2. GNV14 (5 pm)
Tabla 4. Variabilidad intradia para GNV14 (5 puM)

Numero de Tiempo de Altura %Area Area
réplica retencion
Mahana ( Dia 1)
1 4.063 43,131 93.34 281,645
2 4.066 40,998 93.59 275,944
3 4.061 39,152 93.41 266,237
4 4.055 40,009 92.87 270,844
5 4.058 38,065 92.41 251,972
Tarde (Dia 1)
1 4.067 35,161 92.97 236,299
2 4.058 36,723 95.89 246,350
3 4.062 35,341 92.71 236,293
4 4.056 35,812 94.51 241,229
5 4.060 38,412 95.12 252,367
X = 255,918
o =16,659.08
CV.=65%
5.1.1.3. GNV14 (0.5 pm)
Tabla 5. Variabilidad intradia para GNV14 (0.5 uM)
Numero de Tiempo de Altura %Area Area
réplica retencion
Mafiana ( Dia 1)
1 4.068 229,506 96.81 26,894
2 4.063 233,211 96.28 23,224
3 4.061 228,726 97.54 28,121
4 4.055 235,739 97.29 31,730
5 4.058 243,949 96.90 28,330
Tarde (Dia 1)
1 4.068 239,115 97.19 28,040
2 4.060 253,748 97.42 25,342
3 4.056 246,653 97.90 22,215
4 4.061 233,204 97.94 25,128
5 4.072 248,830 97.27 20,987
X = 26,001
o =3,267.29
CV.= 126%
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5.1.2. Variabilidad interdia
5.1.2.1. GNV14 50 pM

Tabla 6. Variabilidad interdia para GNV14 (50 uM)

Numero de Tiempo de Altura %Area Area
réplica retencion
Mahana ( Dia 1)
1 4.068 229,506 96.81 1,559,203
2 4.063 233,211 96.28 1,579,995
3 4.061 228,726 97.54 1,550,404
4 4.055 235,739 97.29 1,578,785
5 4.058 243,949 96.90 1,645,388
Mafiana (Dia 2
1 4.068 241,169 97.40 1,635,141
2 4.062 238,094 97.58 1,615,848
3 4.061 243,243 96.94 1,626,426
4 4.062 224,155 97.49 1,512,937
5 4.071 262,315 97.16 1,796,798
X = 1,610,092
o =77,824.39
CV.=48%
5.1.2.2. GNV14 5 uMm
Tabla 7. Variabilidad interdia para GNV14 (5 uM)
Numero de Tiempo de Altura %Area Area
réplica retencion
Mafiana ( Dia 1)
1 4.063 43,131 93.34 281,645
2 4.066 40,998 93.59 275,944
3 4.061 39,152 9341 266,237
4 4.055 40,009 92.87 270,844
5 4.058 38,065 9241 251,972
Mafiana (Dia 2
1 4.087 35,647 94.62 255,243
2 4.058 36,877 98.65 261,466
3 4.062 35,371 95.23 240,543
4 4.056 33,150 92.72 227,740
5 4.060 33,371 95.22 227,837
X = 255,947
o =19,026.06
CV.=74%
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5.1.2.3. GNV14 0.5 um
Tabla 8. Variabilidad interdia para GNV14 (0.5 uM)

Numero de Tiempo de Altura %Area Area
réplica retencion
Mahana ( Dia 1)
1 4.068 229,506 96.81 26,894
2 4.063 233,211 96.28 23,224
3 4.061 228,726 97.54 28,121
4 4.055 235,739 97.29 31,730
5 4.058 243,949 96.90 28,330
Mafiana (Dia 1
1 4.078 228,765 95.20 21,458
2 4.062 225,786 97.95 25,673
3 4.056 246,754 97.00 29,089
4 4.071 219,875 97.12 20,876
5 4.072 239,854 96.90 24,675
X = 25,907
o =3,435.55
CV.=133%

En CLAR, una medida directamente proporcional a la concentracion de un analito, es el area
bajo la curva, obtenida del cromatograma del mismo analito.'® Por lo que para la evaluacion
de que tan precisa fue la técnica utilizada (variabilidad interdia e intradia), se tomo en cuenta

el area como una medida de concentracion.

En cuanto a la variabilidad intradia, para la concentracién 50 pM, se obtuvo un coeficiente de
variacion de 3.7 %, para 5 UM un C.V. de 6.5%, y para 0.5 pM, 12.6%. Mientras que para la
variabilidad interdia, para la concentracion 50 uM, se obtuvo un coeficiente de variacién de
4.8 %, para 5 uM, un C.V. de 7.4%, y para 0.5 uM, 13.3%.

Como se puede observar en ambos ensayos (intradia e interdia) se obtuvieron coeficientes de
variacion menores al 15 %, lo que indica que el instrumento es preciso bajo las condiciones de
analisis establecidas, debido a que el coeficiente de variacion de la precision determinada a

cada nivel de concentracion no debe exceder el 15 % entre los replicados.’
Algo interesante que se debe resaltar es la tendencia que presentan los resultados obtenidos en

la variabilidad intradia e interdia. Independientemente si los datos se obtuvieron en la mafiana

0 en la tarde de cualquier de los dos dias, mientras menor es la concentracion, mayor es el
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coeficiente de variacion, lo que significa que entre mayor era la concentracion del analito mas

precisos eran los resultados obtenidos a través de esta metodologia.

5.2. Evaluacion de la union a albumina a través de ultrafiltracion.
5.2.1 Ensayo de Bradford

Aungue este ensayo se utiliza cominmente con fines de cuantificacién.”® En el desarrollo de
esta tesis se utilizé Unicamente para detectar la presencia de albdmina o de algunos residuos

de aminoacidos.

El ensayo de Bradford se utilizd en dos secciones del desarrollo de esta tesis; para ambos
casos se uso la modalidad de microensayo (Apéendice 11):

a) En primer lugar, se evalud si el filtrado obtenido a través de los ensayos de

ultrafiltracion, contenia albimina o algunos residuos de aminoéacidos.

En la evaluaciéon del filtrado se obtuvo un resultado negativo, el reactivo de Bradford
permanecio con su caracteristico color rojo, lo que indica que no se unié a ningln aminoacido

aromatico presente en la albimina.’®

El resultado de esta prueba significa que, al llevar a cabo la ultrafiltracion, ni la albdmina ni
algun otro péptido contaminante de alto peso molecular fueron capaces de pasar a través de la

membrana del filtro.

Si el resultado del ensayo de Bradford fuera positivo, se revelaria la presencia de albumina en
el filtrado. Si existiera proteina en el filtrado se podria entonces obtener un falso positivo en la
estimacion de la unién a albumina, debido a la posible cuantificacion de compuesto que se
encontrara unido a algun residuo de aminoacido presente. Ademas si alguna muestra del
filtrado que contiene proteina se inyecta al cromatdgrafo, se podria tapar la columna como
resultado de la precipitacion de la albumina por su interaccion con acetonitrilo, disolvente

presente en la fase movil del cromatografo.

b) El ensayo de Bradford, también se utilizo para la deteccion de proteina en el filtro.
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Recordemos que en la metodologia establecida para la estimacion de la unién a albumina a
través de ultrafiltracion, en el desarrollo de esta tesis, se indica que antes de lavar la
membrana del filtro con etanol, se enjuaga cinco veces con cinco gotas de agua cada vez, con
el fin de eliminar toda la albdmina presente en el filtro, dejando sélo al compuesto adsorbido

en la membrana.

Para determinar el nimero de veces que el filtro debia ser enjuagado con agua, se utilizo el
ensayo de Bradford. De esta manera se determind que al cuarto lavado, el agua no contenia
proteina al menos no una cantidad mayor a 1 ug total de albumina, que es la sensibilidad del
reactivo utilizado para el microensayo.”* Por seguridad se agregé un lavado mas,
estableciéndose 5 enjuagues con agua como el numero éptimo para eliminar a la albdmina. Es
importante aclarar, que se tomé la decision de eliminar a la albumina del filtro, por la
necesidad de utilizar un disolvente para lavar la membrana, debido a la desventaja que tiene la

ultrafiltracion de que los compuestos se adsorban en ésta.>

Como se selecciond al etanol como el disolvente capaz de arrastrar a los compuestos
embebidos en la membrana del filtro, se elimind a la albimina remanente de la superficie de
ésta, ya que de lo contrario, la proteina podria haberse aglomerado debido a su
desnaturalizacion por accion del disolvente, tapando el filtro, e impidiendo la salida del analito

en los lavados con etanol.

Aunque los analitos probados tienen una escasa solubilidad en agua a 25 °C, se considerd la
posible pérdida de analito, como consecuencia de los lavados de agua que se hicieron en la
membrana, realizando una corrida blanco, que se llevé a cabo con PBS sin albdmina, misma
que se realizo en primera instancia solo para la determinacion del porcentaje de analito que se

unia a la membrana del filtro.
Una vez que se verificd a través del ensayo de Bradford que el filtrado, producto del lavado

con etanol, no contenia albumina, se llevo a cabo la metodologia para la determinacion de

union a alblmina a través de ultrafiltracion.
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5.2.2 Acerca de la metodologia

La metodologia implementada, cumple con las premisas establecidas en este trabajo de tesis,
es decir, utiliza una muy pequefia cantidad de compuesto (10 mg) y se lleva a cabo en un corto
tiempo, ya que se logré establecer una semana como la duracion total del ensayo de cada
compuesto, es decir, una vez sabiendo las condiciones cromatogréficas necesarias para el
analisis de los compuestos, la determinacion de que porcentaje se une a la albimina se puede

obtener en s6lo una semana.

El estudio se demora una semana, solo en la cuantificacion a través de CLAR, porque de
hecho la ultrafiltracion se lleva a cabo en menos de una hora y media. Sin embargo si se
utilizara la microdialisis, o la dialisis en equilibrio, la técnica tardaria mas tiempo, ademas de
gue seria mas cara y utilizaria mayor cantidad de muestra, al menos en el caso de la dialisis.
Obviamente la microdialisis tiene la ventaja de la determinacion in vivo. Pero como nuestro
interés es sélo estimar un parametro de forma preliminar, esta ventaja sélo nos dificultaria el

trabajo.

Posterior a la ultrafiltracion que es relativamente fécil, se procede a la cuantificacion. EI uso
del cromatografo de liquidos es muy sencillo, una vez que se aprende su uso y se ejercita la
utilizacion del software. Los resultados obtenidos ademas son precisos. Tal vez no son
exactos, pero los resultados obtenidos, nos dan una idea de que tanto se une un compuesto, ya
sea en baja proporcion, media proporcion o alta proporcién; a la albumina. Y es que cuando
un equipo de trabajo se encuentra en la etapa de descubrimiento, como es nuestro caso,
muchas veces se debe sacrificar exactitud, por tiempo. Si el compuesto llega a la etapa clinica,
se le determinara la union exacta que tiene a las proteinas, porque ésta ya sera necesaria para

aspectos biofarmacéuticos.
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5.3. Resultados de la estimacion de la union a albimina.
5.3.1GNV14

5.3.1.1 Cromatograma obtenido. GNV14

En el Esquema 5, se muestra un cromatograma tipico del compuesto GNV14.
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Esquema 5.Cromatograma de GNV14. Tiempo de retencién: 4.047 min. Area: 2,948,999, % de area: 98.06, Altura; 442,224

5.3.1.2. Corrida PBS. GNV14

Para el estudio de la estimacion de la union a albumina de cada derivado bencimidazélico,
primero se debe determinar que porcentaje del compuesto se une a la membrana del filtro
(corrida PBS).

La Tabla 9 es un ejemplo de como se presentan los resultados en esta parte.

Del total de los datos cromatograficos, solo se muestra el area bajo la curva. El coeficiente de
variacion (C.V.), es el obtenido de la dispersion de los resultados obtenidos a partir de las tres
inyecciones que se hacen de cada extraccion (de la parte entrante y del filtrado) o lavado de
etanol (de la membrana del filtro). EI Factor de dilucion (F.D.) es el correspondiente al
tratamiento de cada muestra. El total, se refiere al area multiplicada por el factor de dilucion.
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Tabla 9. Determinacién de la unién a membrana GNV14

Fraccién Tratamiento Area C.V. (%) F.D. Total
1%extraccion 886,530 2.6 1.33 1179085
Parte 2% extraccion 552,246 2.5 1.33 734487
Entrante 3%extraccion 139,609 1.4 1.33 185680
4% extraccion 81,040 3.9 1.33 107783
Total parte entrante Te= 2,207,035
1% extraccion 194,969 2.5 1.33 259,309
Filtrado 2% extraccion 94,706 3.9 1.33 125,959
3%extraccion 32,796 4.3 1.33 43,619
4% extraccion 9,448 2.0 1.33 12,566
1*" lavado 190,380 1.6 2.50 475,950
2% Javado 121,637 2.3 2.50 304,093
Lavado 3* lavado 54,279 1.4 2.50 135,696
del filtro 4" lavado 72,877 2.2 2.50 182,191
Con etanol 5% Javado 24,417 3.7 2.50 61,043
6° lavado 16,905 4.2 2.50 42,263
Total filtrado + lavado del filtro Ts= 1,642,689

C.V. coeficiente de variacion; F.D. factor d edilucion

Aplicando la ecuacion (1):

%union

100% —74.43% = 25.6%

1642689
2207035

X100 =74.43%

Por lo tanto el GNV14, se une en una proporcion de 25.6% a la membrana del filtro.
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5.3.1.3. GNV14 (Corrida A)

Una vez que se sabe cual es el porcentaje de compuesto que se une a la membrana del filtro
utilizado para la ultrafiltracion; se pueden llevar a cabo los ensayos para determinar qué

porcentaje del compuesto se une a la albdmina.

Tabla 10. Estimacion de la unién a albumina GNV14 (Corrida A).

Fraccion Tratamiento Area C.V. (%) F.D. Total
1%extraccion 626731 2.1 1.33 833552
2% extraccion 498740 1.9 1.33 663324
Entrada 3%extraccion 321704 2.3 1.33 427866
4% extraccion 160852 2.4 1.33 213933
Total parte entrante Te= 2138676
1% extraccion 40163 1.9 1.33 53417
Filtrado 2% extraccion 22004 1.9 1.33 29266
3% extraccion 36021 3.0 1.33 47908
4% extraccion 7205 2.7 1.33 9583
1*" lavado 197377 2.9 2.50 493443
2% Javado 133323 55 2.50 333307
Lavado 3* lavado 68127 4.1 2.50 170319
del filtro 4" lavado 65731 3.5 2.50 164328
con etanol 5% Javado 18425 2.9 2.50 46063
6 lavado 11365 3.9 2.50 28413
Total filtrado + lavado del filtro Ts= 1376047

C.V. coeficiente de variacion; F.D. factor d edilucion

Aplicando las ecuaciones (2) y (3):

2138676 — 25.6% = 1591175

1376047
1591175

%union = x100 =86.48 %

100% — 86.48%= 13.52 %

En la corrida “A” se obtuvo como resultado, que el GNV14, se une un 13.52 % a la albumina.
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5.3.1.4. GNV14 (Corrida B)

Tabla 11. Estimacion de la union a albimina GNV14 (Corrida B)

Fraccion | Tratamiento Area C.V. (%) F.D. Total
1%extraccion 656656 1.6 1.33 873352
2% extraccion 596640 2.0 1.33 793531
Entrada 3% extraccion 228363 15 1.33 303723
4% extraccion 258423 1.2 1.33 343703
Total parte entrante Te= 2314309
1%extraccion 189870 39 1.33 252528
Filtrado 2% extraccion 20783 29 1.33 27641
3%extraccion 58166 3.1 1.33 77361
4% extraccion 22281 5.0 1.33 29633
1*" lavado 192685 4.3 2.50 481713
2% Javado 160218 1.7 2.50 400544
Lavado 3* lavado 63701 6.0 2.50 159253
del filtro 4® lavado 34212 5.0 2.50 85530
Con etanol 5% Javado 23806 4.2 2.50 59514
6 lavado 2982 6.1 2.50 7455
Total filtrado + lavado del filtro Ts= 1581172

C.V. coeficiente de variacion; F.D. factor d edilucion

2314309 — 25.6% = 1721846

1581172

%union = x100=91.83%
1721846

100% — 91.83%= 8.17 %

En la corrida “B” se obtuvo como resultado, que el GNV14, se une un 8.17 % a la albdmina.
Los resultados obtenidos en ambas corridas son muy interesantes, porque aungue no son
iguales, si son muy similares. Corrida A: 13.52 %; Corrida B: 8.17%

Lo més importante de estos resultados, es la tendencia que muestran de unirse en un bajo

porcentaje a la albimina.
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5.3.2.VMAS82
5.3.2.1. Cromatograma obtenido. VMASS82

En el Esquema 5, se muestra un cromatograma tipico del compuesto VMASS82.
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Esquema 5. Cromatograma de VMASS2. Tiempo de retencion: 3.194 min. Area: 1628191. % de area: 98.81.
Altura: 246434.

5.3.2.2. Corrida con PBS. VMASS82

Tabla 12. Determinacion de la unién a membrana. VMASS82

Fraccion Tratamiento Area C.V. (%) F.D. Total
1%extraccion 1705291 1.4 1.33 2268037
2% extraccion 1054323 1.7 1.33 1402249
Entrada 3%extraccion 813233 2.0 1.33 1081600
4% extraccion 849225 5.6 1.33 1129469
Total parte entrante Te= 5881355
1%extraccion 601725 2.2 1.33 800294
Filtrado 2% extraccion 437510 3.3 1.33 581888
3% extraccion 297912 2.6 1.33 396223
4% extraccion 196854 5.6 1.33 261816
1¢" lavado 451890 4.3 2.50 1129725
2% Javado 330875 2.9 2.50 827188
Lavado 3* lavado 219075 5.9 2.50 547688
del filtro 4" lavado 113741 5.2 2.50 284353
Con etanol 5% lavado 89768 4.2 2.50 224420
6 lavado 12795 2.2 2.50 181988
Total filtrado + lavado del filtro Ts =5235583

C.V. coeficiente de variacion; F.D. factor d ediluciéon

%union = M x100 =89.02%

5881355
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100% — 89.02% = 10.98 %
Por lo tanto el compuesto VMAS82, se une un 10.98% a la membrana del filtro.

Este dato es muy interesante, ya que se demuestra que el VMASS82, se une a la membrana del

filtro, en un porcentaje menor a la mitad de cémo lo hace el GNV14.

5.3.2.3. Corrida A. VMASS82

Tabla 13. Estimacion de la union a albimina VMASS82 (Corrida A)

Fraccion | Tratamiento Area C.V. (%) F.D. Total

1% extraccion 1815129 1.6 1.33 2414122
2% extraccion 1000719 2.4 1.33 1330956
Entrada 3%extraccion 754398 4.3 1.33 1003349
4% extraccion 519675 5.6 1.33 691168

Total parte entrante Te = 5439595
1% extraccion 501432 3.8 1.33 666905
Filtrado 2% extraccion 340750 4.7 1.33 453198
3%extraccion 350630 5.2 1.33 466338
4% extraccion 161525 6.5 1.33 214828
1* lavado 343170 4.8 2.50 857925
2% Javado 127573 5.1 2.50 318933
Lavado 3* lavado 125930 5.7 2.50 314825
del filtro 4 Javado 115471 5.7 2.50 288678
Con etanol 5° lavado 75432 3.8 2.50 188580
6° lavado 48214 4.9 2.50 120535

Total filtrado + lavado del filtro Ts =3890745

C.V. coeficiente de variacion; F.D. factor d edilucion

5439595 - 10.98% = 4842327

%union = M x100=80.35%

4842327

100% — 80.35%= 19.65 %

En esta primero corrida, se obtuvo que el VMASS82, se une a la aloimina en un porcentaje de
19.65 %
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5.3.2.4. Corrida B. VMASS82

Tabla 14. Estimacion de la unién a albumina VMASS82 (Corrida B)

Fraccion Tratamiento Area C.V. (%) F.D. Total
1% extraccion 1428904 1.9 1.33 1900442
2% extraccion 1061174 2.8 1.33 1411361
Entrad 3% extraccion 865411 2.1 1.33 1150997
ntrada - ™4z oxtraccion 679643 5.9 1.33 903925
Total parte entrante 2. =5366725
1%extraccion 374056 3.8 1.33 497494
Filtrado 2% extraccion 239945 5.1 1.33 319126
3% extraccion 331718 4.2 1.33 441185
4% extraccion 60256 4.4 1.33 80140
1% lavado 542498 3.7 2.50 1356245
2% Javado 204723 4.3 2.50 511806
Lavado 3* lavado 202078 5.6 2.50 505195
del filtro 4% lavado 77900 4.0 2.50 194750
Con etanol 5° lavado 31182 5.0 2.50 77955
6 lavado 20267 4.1 2.50 50666
Total filtrado + lavado del filtro > =4034562

C.V. coeficiente de variacion; F.D. factor d edilucion

5366725 — 10.98% = 4777459

%union = % x100 =84.45 %

459

100 %-— 84.45%= 15.55 %

En esta segunda corrida, se obtuvo que el VMASS82, se une a la albimina en un porcentaje de
19.65 %

Con todos los datos obtenidos anteriormente se deduce lo siguiente:

En primer lugar hay que hacer notar que los compuestos se retuvieron de manera diferente en
la membrana. En el caso del GNV14, se recuper6 menor cantidad de compuesto, ya que tuvo
una retencion en la membrana del 25.60%, mientras que el VMASB82, sblo tuvo una retencion
de 10.98%. Esto por supuesto debe deberse a la diferencia en sus estructuras, puesto que el
tratamiento experimental que se les dio fue el mismo en ambos casos, sin embargo aunque
ambas son derivados bencimidazolicos, tienen sustituyentes diferentes en la posicion 5 del

bencimidazol.
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Cuando se menciona el porcentaje de retencion en la membrana, se incluye, tanto la fraccion
de analito que permanecié embebida a ésta, asi como la porcion de analito que se pierde en los
lavados de agua que tienen como proposito eliminar a la albimina. Por lo que ambos
compuestos podrian unirse en un porcentaje similar, a la membrana de celulosa regenerada.
Pero en los lavados de agua, puede ser que la solubilidad en agua de cada uno de éstos, haga la
diferencia.

Si el porcentaje de retencion de los compuestos a la membrana del filtro fuera muy grande, los
datos obtenidos no serian confiables, ademas de que no se podria estimar un porcentaje de
unién en caso de que el compuesto se uniera en gran proporcion a la albdmina.

Como se mencionO anteriormente la membrana utilizada para ultrafiltracion, si presentd
adsorcion de los compuestos evaluados. Esta membrana es de un material llamado celulosa
regenerada, este tipo de membranas ofrecen una alta retencion de proteinas, misma que
pudimos rectificar al evaluar la presencia de proteinas en el filtrado a través del ensayo de
Bradford. El uso de celulosa regenerada, también ofrece cierta resistencia a solventes, la que
pudimos comprobar con las lavadas que hicimos con etanol, que no destruyeron a la

membrana.

Quiza, y solo con el fin de disminuir la adsorcion de compuestos en la membrana del filtro, se
deberia de probar con membranas para ultrafiltracion de otro material, como polietersulfona,
que ofrece una mayor resistencia a los disolventes; por lo que se podria utilizar esta cualidad

para usar un disolvente como acetonitrilo para lavar la membrana del filtro.*

En cuanto a la unién a albimina. Ambos compuestos mostraron tener un porcentaje de unién a
albimina bajo, en ambos casos menor al 20%. El compuesto GNV14, present6 un valor
menor (8.17% /13.52%) a comparacion de VMAS82 ( 15.55% / 19.65%).

Aungue los compuestos mostraron una baja unién a albumina, esto no garantiza que no se
unan a ninguna otra proteina plasmatica. Aunque se debe mencionar que la albdmina era la
proteina a la que mas posibilidades tienen de unirse, debido a la preferencia de ésta a fijar
compuestos neutros —como el GNV14 y el VMAS82, que son moléculas neutras a pH

fisiolégico— o &cidos débiles, en comparacién con la a-glicoproteina y las lipoproteinas que
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prefieren fijar compuestos basicos, o las globulinas que tienen preferencia por compuestos
endégenos.’

Tener un porcentaje de union a proteinas bajo es una ventaja, ya que sélo la parte no unida
(fraccion libre) de los farmacos es la que ejerce el efecto terapéutico.? Esto involucra que al
menos en este sentido se necesite una dosis menor para alcanzar el efecto deseado. Por
supuesto que para determinar un parametro tan importante como la dosis a administrar, se
necesita mas informacion que soélo la union a proteinas, por ejemplo, el metabolismo que los

compuestos presenten en el organismo, la rapidez de eliminacién, etc.?

La baja unién a albumina es un dato muy importante no sélo por las consecuencias que tiene
este resultado en el posible desempefio de estos compuestos en el organismo, sino porque
presentan un porcentaje de union muy bajo a comparacion de otros derivados
bencimidazélicos como el mebendazol (90%)%, el metabolito activo del albendazol, el
sulféxido de albendazol (70%)® y el omeprazol (95%)%, éste Gltimo no es un farmaco
antiparasitario, es auxiliar en el tratamiento del reflujo gastroesofagico.?> Esto brinda
informacién muy valiosa, que nos ayuda para poder disefiar nuevos y mejores compuestos
antiparasitarios, en concreto derivados bencimidazolicos, con mejores perfiles

farmacocinéticos.

El GNV14 y el VMASS82 han demostrado tener actividad in vitro contra los protozoarios
Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis. Adicionalmente, GNV14
ha mostrado muy buena eficacia contra el nematodo Trichinella spiralis en su fase de
infeccion intestinal y sistémica. A ambos compuestos se les determinaron otros parametros
fisicoquimicos como el coeficiente de particién (Log P) y la solubilidad acuosa que sumadas
a la baja union a albdmina que presentaron en este estudio, les dan muy buena perspectiva

para seguirse desarrollando en las investigaciones posteriores.
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6. CONCLUSIONES

Después de realizar los ensayos descritos en este trabajo y rebasar todos los inconvenientes
experimentales que se presentaron, se logré implementar un procedimiento de determinacién
de union a proteinas mediante el uso de la ultrafiltracion y la cromatografia de liquidos. Se
logré determinar la unién a la albumina de dos derivados del bencimidazol utilizando
cantidades pequefias de ambos compuestos en un tiempo de trabajo menor a dos semanas.

Al término de este trabajo podemos concluir con base a los resultados obtenidos que la

hipotesis planteada se acepta.
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7. PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo de tesis, fueron muy satisfactorios, pero ain hay muchas cosas
por hacer.

» Con el fin de ahorrar tiempo. Sabiendo que segun esta técnica se cuantifican 3 partes
entrantes de solucion (la de PBS, corrida A y corrida B) por compuesto, que se
preparan al mismo tiempo, con los mismos materiales y por la misma persona; se
deberia de cuantificar sélo 1 parte entrante, ya que éstas son homologas.

» Para tener una mayor confiabilidad en la técnica, ésta deberia ser validada, con el fin
de extender su uso a méas laboratorios de la Universidad, contando ya con sus dos
mejores cualidades, el corto tiempo de duracién y el uso de poca cantidad de
compuesto.

» A través de esta técnica, se deberia de cuantificar la unién a albumina que tienen otros
compuestos, utilizdndolos como estandares, con el fin de comparar los resultados
experimentales con los teoricos, para poder convertir un resultado experimental en uno

mas real.
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APENDICES

Apendice I. Sustancias quimicas, materiales y equipo
A lo largo del trabajo realizado se utilizaron diferentes materiales, sustancias quimicas y

equipos, que no son comunes en cualquier laboratorio quimico. Por lo tanto se mencionaran

en este apartado.

Sustancias quimicas.
- GNV14
Sintetizado en el Laboratorio 122, Conjunto E de la Facultad de Quimica, UNAM.

Posee la siguiente estructura:
O N
\
S—cF,
Cl N
Cl H

P.M. 346 g/mol

- VMASS82
Sintetizado en el Laboratorio 122, Conjunto E de la Facultad de Quimica, UNAM.

Posee la siguiente estructura:

W
|
S)\N N\
| N CF
H N 3
\
CH,

P.M. 326 g/mol

- Albumina
Albumina de bovino
Marca: Sigma Co.® 96-99%
Peso molecular: 66200 D

52



APENDICES

- Solucién Buffer de Fosfatos (PBS)

Para preparar la solucion de Buffer de Fosfatos pH 7.4, se utilizaron las siguientes materias

primas:

Fosfato monobésico de sodio monohidratado [NaH,PO, "~ H,0]
Peso molecular: 137.99 g/mol
Marca: Mallinckrodt ®
No. de catalogo: 7892

- Fosfato dibasico de sodio dodecahidratado [NaHPO,~ 12H,0]
Peso molecular: 358.14 g/mol
Marca: Merck ®
No. de catélogo: A484279

- Cloruro de sodio [NaCl]
Peso molecular: 58.44 g/mol
Marca: Merck ®
No. de catdlogo: 704101

- Acetonitrilo (ACN)
Acetonitrilo, grado HPLC
No. de catalogo: 9017-03
Marca: J. T.Baker

- Dimetil sulfoxido
Dimetilsulfoxido
No. de catalogo: 9224-01
Marca: J. T. Baker

- Acetato de etilo
Acetato de etilo, grado HPLC 9282-03
No. de catalogo: 9282-03
Marca: J.T. Baker
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- Reactivo para el ensayo de proteinas

Reactivo concentrado para ensayo de proteinas
Catalogo: 500-0006
Marca: BIO-RAD

Material

- Membrana para la filtracion de acetonitrilo

Membrana Nylon (Whatman ®) 7404-004
Poro: 0.45um, 47mm

- Filtros para centrifugacion

Filtros para centrifugacion
Marca: Microcon®
Modelo: YM-10

Membrana de celulosa regenerada; poro: 10kD

Equipo
-  Termomezclador

Modelo: Thermomixer R
Marca: eppendorf ®

- Centrifuga

Modelo: Centrifuge 5804 R
Marca: eppendorf ®

- Condensador

Modelo: Concentrator 5301
Marca: eppendorf ®
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Purificador de agua (Desionizador)
Modelo: Milli-Q™ Water System
Marca: Millipore
Membrana de Acetato de celulosa (Sartorius) No. 11106

Poro: 0.45um, 47mm

Degasificador

Modelo: Branson 2510
Marca: Branson ®

Cromatografo de Liquidos de Alto Rendimiento
Sistema de administracion de disolventes
Modelo: Binary HPLC Pump, Waters 1525

Marca: Waters

Vélvula de inyeccion
Loop de 20 pL
Marca: Rheodyne

Detector
Modelo: Photodiode Array Detector, Waters 996

Marca: Waters

Software
Millenium®
Version 3.20
Copyright © 1999 Waters Corporation

Columna
Atlantis ™ dCyg 5um S/N
3.9 x 150 mm W41171K 02
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Apéndice Il. Ensayo de Bradford (modalidad de microensayo)
Material:

- 1 Tubo de ensaye

- 1 micropipeta de 1000 pL

- Puntas para micropipeta de 1000 pL

Sustancias quimicas:
- Muestra problema

- Reactivo de ensayo de proteinas Bio-Rad

Metodologia:
1. Agregar al tubo de ensaye 800uL de muestra problema.
2. Agregar 200 pL de reactivo.
3. Esperar dos minutos.
4

. Observar si existe un cambio de coloracion.
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