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I. INTRODUCCION

1.1 RESUMEN

El cancer ocupa el tercer lugar de causa de muerte en México. En la busqueda de
nuevos farmacos antineoplasicos con menor toxicidad, que puedan combatir tumores
refractarios y que posean selectividad citotéxica, en la Facultad de Quimica de la UNAM
se disefaron y sintetizaron las CASIOPEINAS®, compuestos de coordinacion de cobre
(1) con un ligante bidentado (N,N) y otro aminoacidato (N,O). De estos compuestos,
uno de los mas prometedores es la Casiopeina Il-gly®, debido a su ya probada
actividad citotoxica, la cual actua contra tumores como L1210, B16 y S180; células
tumorales humanas como Hela, CaLo y CH1 Calo, y CH1. Dicho compuesto fue objeto

de estudio en el presente trabajo.

El objetivo del proyecto fue optimizar, desarrollar y validar un Método Analitico por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR), para cuantificar la Casiopeina II-

gly en orina de rata, con el fin de utilizarlo en un estudio preclinico de farmacocinética.

Se valid6 el método de acuerdo a la NOM-177-SSA1-1998, utilizando un Cromatégrafo
Agilent 1100, Columna C18 Phenomenex Luna a 25°C. La fase mévil: Hexansulfonato
de sodio 5 mM, EDTA 2mM; pH 3.5/ Metanol (55:45) a 1 mL/min y A=273 nm. Se

inyectaron 50 yL. El estandar Interno fue Guaifenesina 150 pug/mL.
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I. INTRODUCCION

Se realiz6 un estudio preclinico Farmacocinético utilizando 15 ratas divididas en tres
grupos: 1) dos ratas control, 2) 11 ratas administradas con una dosis de 3.9 mg/kg de
Casiopeina llI-gly 3) dos ratas administradas con una dosis de 1.8 mg/kg de 4,7-dimetil-
1,10-fenantrolina, con el objetivo de conocer datos farmacocinéticos de ambos
compuestos y compararlos, siendo la 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina un componente de la
Casiopeina ll-gly en un 46.91%.

La administracion se realizd por bolo intravenoso en la cola; las muestras de orina se

recolectaron de: 0-1, 1-2, 2-3, 3-4, 4-7, 7-11, 11-23, 23-30, 30-48 y 48-80 horas.

El Método fue lineal (= 0.9980) en el intervalo de 5 a 50 pg/mL y sensible hasta 5
ug/mL. Fue preciso con un maximo coeficiente de variacion de 13.05%. El recobro
absoluto promedio fue 95.38%.

En el estudio preclinico, no se logré cuantificar Casiopeina Il-gly y 4, 7-dimetil-1,10-
fenantrolina en orina, observandose un cambio en la coloraciéon del fluido; en los
primeros tiempos de recoleccién se observd una coloracién rosado-naranja en muestras
de ratas administradas tanto con Casiopeina Il-gly y 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina,
adicionalmente se observé una coloracién vino intenso Unicamente en el 63% de las
ratas administradas con Casiopeina ll-gly en el intervalo de 23 a 30 horas. En base a
los resultados obtenidos se piensa que la Casiopeina Il gly pudo ser metabolizada o

excretada por otra via.
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II. ANTECEDENTES

2.1 CANCER
El cancer consiste en el crecimiento descontrolado y la diseminacién de células
anormales en el organismo, que invaden y danan tejidos y érganos. Su aparicién no se
debe a un Unico factor sino a la combinacién de varios factores que se engloban en dos
grupos: la herencia genética y el ambiente (multigénico y multifactorial). Por otra parte,
en la aparicion de la mayoria de los tipos de cancer influye sobre todo la exposicion a
agentes quimicos y radiaciones que afectan a las células alterandolas genéticamente,
asi como los habitos de vida (tabaco, alcohol, dieta...) y algunas infecciones (ciertos
virus causantes de papilomas genitales, de la hepatitis B,...) (.
2.1.1 Origenes y etapas del Cancer

El cancer se origina debido a alteraciones en el ADN que provocan una proliferacion
celular incontrolada. La mayoria de estas alteraciones implica cambios en la secuencia
real del ADN (mutacién), que pueden originarse como consecuencia de errores
aleatorios de repeticidén, exposicion a carcindbgenos o defectos en los procesos de
reparacién del ADN.

Dos son los aspectos caracteristicos que definen al cancer: el crecimiento celular no
regulado por senales externas (autonomo) y la capacidad de invadir tejidos y metastizar
y colonizar lugares a distancia. El cancer es mas frecuente en tejidos con un recambio
rapido, sobre todo en los expuestos a carcinbgenos ambientales y en aquellos cuya
proliferacion esta regulada por hormonas. Las alteraciones genéticas mas frecuentes
consisten en la activacion de protooncogenes o la inactivacion de genes supresores

tumorales.
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II. ANTECEDENTES

La primera fase de un tumor se le llama iniciacion, es la alteracion de la capacidad de
proliferacién de una célula como resultado de una mutacién en uno de los genes que la
controlan. Esta célula iniciada crece a una velocidad ligeramente superior a las
normales, y puede pasar inadvertida durante un periodo de tiempo muy largo.

El aumento de la incidencia del cancer provocado por una repetida exposicidon a un
carcinbgeno de cualquier tipo indica la necesidad de mutaciones sucesivas. La
incidencia es posible aumentarla por tratamiento con sustancias llamadas promotores
tumorales. Estos actian modificando los productos de genes implicados en el control de
la proliferaciéon celular, de modo que su papel es colaborar con la mutacion iniciadora, y
solo causan cancer cuando actuan de modo repetido tras el carcin6geno iniciador.

La siguiente fase, la promocién, es aquella en la que el agente promotor estimula el
crecimiento de las escasas células iniciadas que con una sola mutacién tenian
ligeramente alterado el crecimiento. Este aumento de células con una mutacién
favorece la posibilidad de que alguna de ellas acumule una nueva mutacién, que la
haga proliferar de forma mas répida, ya que la divisién celular aumenta el riesgo de
adquirir mutaciones.

La tercera fase es la progresion tumoral o adquisicion de nuevas alteraciones genéticas
que provocan un aumento de la malignidad, con adquisicién de capacidad invasiva y

metastasica (.
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II. ANTECEDENTES

2.1.2 Metastasis
El fallo de los tratamientos y la muerte de los pacientes con cancer son casi siempre
debido a la metéstasis. La capacidad de formar metastasis se basa en la adquisicion de
invasividad por las células del tumor primario. Por tanto, la invasividad es una
caracteristica esencial del cancer. La metastasis requiere tumorigenicidad e invasividad,
procesos que se inician en este orden pero que se solapan parcialmente, de modo que
mutaciones que proporcionan a las células tumorales la capacidad de invadir y formar
posteriormente metastasis se comienzan a acumular ya durante la fase de crecimiento
del tumor primario. El crecimiento de un tumor, tanto primario como secundario, mayor
de 5-10 mm de diametro requiere de vascularizaciéon. Sin la cercania de vasos
sanguineos, las células tumorales no solo no pueden diseminarse, sino que mueren por
deficiencia de nutrientes y oxigeno, y la incapacidad de eliminar sustancias de desecho.
La angiogénesis, o formacién de nuevos vasos sanguineos es fundamental tanto al
comienzo como al final del proceso de carcinogénesis. Al principio para el aumento del
tamano del tumor primario y para el acceso al torrente circulatorio de las células
tumorales, lo que permitira su diseminacién. Y al final, cuando alguna célula ha
sobrevivido a la extravasacion y coloniza tejidos distantes, para poder reiniciar el
crecimiento de nuevos tumores secundarios (",
2.1.3 Tipos de Cancer

En nuestro organismo existe variedad de tipos celulares, y si en principio cualquiera de
ellas puede potencialmente originar un tumor, en realidad el 90 % de los tumores se

originan a partir de células epiteliales (carcinomas).
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II. ANTECEDENTES

Otros tipos mayoritarios de tumores son los derivados de tejido conectivo o muscular
(sarcomas), de la sangre (leucemias, linfomas, mielomas), o de células del sistema
nervioso (neuroblastomas, gliomas).

2.1.4 Estadisticas del Cancer
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha indicado que desde la edad madura
hasta la vejez, una de las principales causas de muerte en las mujeres es el cancer, y
las cardiopatias en los hombres.
En México en 2005, los tumores malignos fueron la tercera causa de muerte, 63 128
personas fallecieron por dichos problemas, lo que representé el 12.7 % del total de las
defunciones registradas.
En varones, el mayor porcentaje de las defunciones por tumores malignos
corresponden a los de traquea, bronquios y pulmén con un 15.6 %, el cancer de
préstata y estbmago ocasionan el 15.5 % y 9.1 % respectivamente.
En las mujeres, el 13.3% de las defunciones se presentan por cancer cérvico-uterino y
un 13.1% muere por cancer de mama; ademas el 7.9% de las muertes es ocasionado

por cancer de higado .

2.2 TRATAMIENTO DEL CANCER
El objetivo primario del tratamiento del cancer es erradicarlo. Si este objetivo no puede
lograrse, el objetivo pasa a ser la paliacion, la disminucién de los sintomas y la
conservacion de la calidad de vida al tiempo que se intenta prolongar ésta. Todos los

tratamientos contra el cancer tienen el potencial de causar dano.
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II. ANTECEDENTES

El indice terapéutico de muchas intervenciones es muy estrecho, y la mayoria de los
tratamientos se administran a una dosis que provoca toxicidad. Uno de los desafios del
tratamiento del cancer radica en utilizar las diversas modalidades de tratamiento de
forma aislada y en combinacion para aumentar al maximo las posibilidades de beneficio
para el paciente.

Los tratamientos contra el cancer se dividen en cuatro grupos principales: cirugia,
radioterapia, quimioterapia (incluida la terapia hormonal) y terapia biologica (incluida

inmunoterapia). Estos tratamientos se utilizan frecuentemente en combinacion.

2.2.1 Quimioterapia

Los agentes quimioterapéuticos se utilizan habitualmente para el tratamiento del cancer
que desarrolla metastasis. Si un tumor esta localizado en un U(nico sitio, debe
considerarse seriamente la posibilidad de cirugia o radioterapia primaria. La
quimioterapia puede utilizarse tras el fracaso de estas modalidades para erradicar un
tumor local o como parte de un enfoque multimodal para ofrecer tratamiento primario a
un tumor clinicamente localizado. La quimioterapia puede administrarse como
adyuvante de la cirugia o de la radiacién ©.

Todos los farmacos antineoplasicos son citotoxicos lo que significa que afectan el
desarrollo tanto de células normales como neoplasicas. Sin embargo, dado que las
células neoplasicas son mucho mas efectivas y se multiplican con mayor rapidez que

las normales, son mas susceptibles al efecto de los farmacos “.
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II. ANTECEDENTES

Se pueden agrupar los farmacos en categorias generales:

1)

10

Agentes Alquilantes. Forman uniones covalentes con los grupos amino,
carboxilo, sulfhidrilo y fosfato en importantes moléculas bioldgicas. Los mas
importante sitios de alquilacién son en DNA, RNA y proteinas. Estos farmacos
dependen de la proliferacion celular para tener actividad, pero no son
especificos de alguna fase del ciclo celular. Esta clase de farmacos, incluye
mostazas nitrogenadas, nitrosureas y complejos de platino ademas de otros
agentes antineoplasicos.

Antimetabolitos. Analogos estructurales de metabolitos naturales involucrados
en la sintesis de DNA y RNA. Son mas activos cuando la célula esta en la
fase S y tiene poco efecto en fase Gy. Por lo tanto son mas activos contra
tumores con un alto factor de crecimiento.(Metotrexano, mercaptopurina,
fluorouracil, hidroxiurea).

Productos Naturales. Obtenidos de plantas, hongos y bacterias. Tienen
potentes efectos citotoxicos. Se dividen en: antibiéticos antitumorales
(bleomicina), antraciclinas, Epidofilotoxinas (etopdsido), Alcaloides de la
Vinca, Taxanos y Analogos de la campotecina.

Anticuerpos Monoclonales. Han sido ya utilizados desde los anos 90’s. El
primer anticuerpo que mostré utilidad en oncologia médica fue rituximab para
linfoma de Hodgkin. Desde entonces el numero de anticuerpos ha ido

incrementando.®
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2.2.2 Farmacos De Base Metalica

Compuestos de Platino.

C NH, N

| H3 / O
N
S~pp Pt
C|- / \ NHS NH3 \ O

Figura 1. Moléculas del Cisplatino y Carboplatino

El Cisplatino (cis-diaminodicloroplatino (ll)) es un miembro de los complejos de
coordinacion de platino. El cisplatino y sus derivados (Fig. 1), forman fuertes
intermediarios electrofilicos que actian via reacciones de sustitucion nucleofilica para
formar inter- e intra-uniones con el DNA, es utilizado en el tratamiento de tumores
sélidos y metastasis de vejiga, testiculos y carcinomas ovaricos. Es administrado via
intravenosa o intraperitoneal, se une a proteinas en un 90%, se distribuye en la mayoria
de los tejidos y es excretado sin cambio en su estructura por el rinén.

El mecanismo de accion del cisplatino involucra la interacciéon con el DNA, lo cual
resulta en la desnaturalizaciéon de la cadena de DNA.

El cisplatino dafa la mitocondria de la célula, inhibe la actividad ATPasa, altera el
sistema de transporte celular y eventualmente causa apoptosis, inflamacién, necrosis y

muerte de la célula.
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Se ha observado que el cisplatino induce dafno y necrosis en el rindn
predominantemente en el segmento S3 de los tubulos proximales en la region

corticomedular.

El cisplatino tiene una accién sinérgica citotoxica con radiacion y otros agentes
quimioterapéuticos. La mayor limitacién en la aplicaciéon de cisplatino a la clinica ha sido

el desarrollo de resistencia a este por algunos tumores.

Los efectos téxicos de este farmaco en humanos y animales incluyen nefrotoxicidad,
ototoxicidad, neurotoxicidad y supresién en médula ésea.

Alrededor del 20% de dano agudo renal que ocurre en pacientes hospitalizados es
debido a la nefrotoxicidad del cisplatino, la cual es debida a una via metabdlica
compleja que activa el farmaco a una toxina potente. Debido a las medidas profilacticas
intensivas, el dano renal irreversible ocurre en un tercio de pacientes tratados con

cisplatino ©.
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23 COBRE
El cobre es el primer elemento del Grupo IB o grupo 11 de la tabla periddica y presenta
cuatro estados de oxidacién: Cu(O), Cu (I), Cu (ll), y Cu (Ill), siendo el segundo y
tercero los mas comunes. Es un metal que se presenta naturalmente en rocas, aceites,
agua, sedimentos y en el aire en bajas concentraciones. También se encuentra en
plantas y animales. Es un elemento esencial para todos los organismos vivos. Es el
componente de un numero de metaloenzimas como catalasa, peroxidasas y citocromo

oxidasa, y es esencial para la utilizacién de hierro en el organismo @,

2.3.1 Toxicocinética "®

2.3.1.1 Absorcion.
La absorcion de cobre ingerido, ocurre principalmente en la porcion superior del tracto
gastrointestinal. Se absorbe como cobre idénico o0 unido a aminoacidos. EI mecanismo
de absorcion involucra la liberacion del cobre a la superficie celular, para asi unirse a la
metalotioneina o0 a alguna otra proteina intestinal. EI cobre unido a metalotioneina
puede ser lentamente liberado a la sangre (unido a albumina y aminoacidos 1 a 2 horas
después de la administracion) o ser excretado. Un factor que afecta su absorcién, es la

competencia con otros metales (zinc, hierro y cadmio).
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2.3.1.2 Distribucion.
El cobre unido a la albumina plasmatica y a aminoacidos en la sangre portal es
transportada al higado donde es incorporada a la ceruloplasmina y mas tarde liberada
al plasma. La ceruloplasmina se une a 6 o 7 atomos de cobre, y es la proteina de cobre
mas abundante en el plasma; 60-95% de cobre plasmatico est4 unido a ella en plasma
humano de adulto. El Cobre hepatico es distribuido en muchas fracciones subcelulares
asociadas con enzimas y proteinas cobre-dependientes. También se une a eritrocitos
en forma de eritrocupreina (superéxido dismutasa) y otras proteinas, y en médula ésea
unido a metalotioneina. En la enfermedad de Wilson (desorden genético caracterizado
por deterioro del metabolismo del cobre) son encontrados altos niveles de cobre en

higado, rifndn, cerebro, huesos y cérnea de pacientes.

2.3.1.3 Metabolismo
El metabolismo del cobre consiste principalmente en su interaccién con varios ligantes
organicos, mas notablemente grupos sulfhidrilo e imidazol de aminoéacidos y proteinas.
El higado, es el 6rgano mas importante involucrado en la disposicion del cobre, sirve
como depdsito de cobre; como sito de sintesis de ceruloplasmina, la cual es liberada a
la sangre; y como un sitio de formacién de varios complejos de cobre para su
subsecuente eliminaciéon. La vida media del cobre inyectado en humanos normales fue

aproximadamente de 4 semanas .
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2.3.1.4 Excrecion.
La via biliar es la principal via para su excrecién. El cobre biliar es regresado al intestino
y excretado en heces. Un trabajo realizado mostré6 que después de la administracion
oral de cobre radiactivo como acetato de cobre en humanos saludables, el 72% de
cobre fue excretado en las heces. ©
Sélo del 2 al 4% de cobre absorbido es excretado en la orina. Después de una
inyeccidn intravenosa de cobre radiactivo, se excreté después de 72 horas en orina y
heces solo alrededor del 10 % de la dosis administrada. Aunque pacientes con
enfermedad de Wilson presentan un incremento en la excrecion urinaria, ellos excretan
el cobre aproximadamente a la mitad de la velocidad de los individuos sanos.

2.3.2 Mecanismo de Accion.
La habilidad del cobre para ciclar entre un estado oxidado, Cu (ll), y el estado reducido,
Cu (I), es utilizado por las cuproenzimas involucradas en reacciones redox. Sin
embargo, esta propiedad es también potencialmente toxica porque las transiciones
entre Cu (Il) y Cu (I) pueden resultar en la generacién de radicales superéxido e
hidroxilo.

2.3.3 Efectos en la salud por exceso de cobre.
En humanos, la ingestién de cantidades en gramos de sales de cobre, pueden causar
efectos gastrointestinales, hepaticos y renales. Los sintomas pueden ser dolor
abdominal severo, vomito, diarrea, hemolisis, necrosis hepatica, hematuria, proteinuria,
hipotensién, taquicardia, convulsiones, coma y muerte. También se pude presentar

irritacidén en el tracto respiratorio. Se ha visto dafo en ratas en los tubulos contorneados

proximales. ___
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Se ha demostrado que las ratas son mucho mas sensibles a la hepatoxicidad del cobre.
En las ratas, con una dieta de 16 mg/kg/dia durante 13 semanas resultaron en un
incremento en la actividad de alanina aminotransferasa; se observd una inflamacién
cronica activa del higado con 66 mgCu/kg/dia. En contraste, no hubo evidencia de dafo
al higado en ratones con exposicion a 814 mg Cu/kg/dia por 13 semanas. La mayoria
de los experimentos sobre toxicidad del cobre vienen de estudios en los cuales se
utilizaron ratas. Los requerimientos de cobre en la dieta para ratas son de 5 mg Cu/kg,
mientras que para humanos los requerimientos son de 0.65 mgCu/kg/dia. ©®
Debido a que el cobre es un elemento esencial se considerd para desarrollar nuevos
farmacos antineoplasicos en México: las Casiopeinas.

2.4 CASIOPEINAS®
Los recientes avances cientificos han permitido la identificacion de un gran nimero de
nuevas terapias contra el cancer. Lo anterior, ha resultado en una expansion en el
desarrollo de farmacos, los cuales aunque potentes contra la enfermedad llegan a
ocasionar problemas de toxicidad.
Por ello, en la basqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos mas efectivos, menos
téxicos y de mas amplio espectro, a principios de los afos 80’s en la Facultad de
Quimica de la UNAM bajo la direccion de la Dra. Lena Ruiz Azuara, se diseid y
sintetizé un nuevo grupo de compuestos de coordinacién con cobre (Il) como nucleo
metalico denominados CASIOPEINAS®, que en la esfera de coordinacién presentan un
ligante bidentado del tipo diimina(N-N) y otro que puede ser aminoacidato (N-O) o
donador (O-O). Algunos de ellos han mostrado ser moléculas con potencial

antineoplasico.®
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Se tomd en cuenta que las moléculas fueran planas para que pudieran intercalarse en
el ADN, que fuera un metal esencial el nucleo metéalico de las Casiopeinas, que tuvieran
un ligante que pudiera salir facilmente y que ademas una parte de la molécula fuera

hidrofilica y la otra hidrofébica, para que pudieran atravesar membranas (19),

Las Casiopeinas integran una familia de 100 compuestos metalicos, que tienen mas
alta actividad que cualquier otro farmaco empleado en tratamientos oncolégicos. Las
casiopeinas inducen muerte celular programada y se asocian con algunas proteinas

que ayudan a trasportarlas a puntos determinados del organismo '),

Cabe senalar que los costos de la quimioterapia con Casiopeinas se reducen, pues el
cobre es mas econdmico que el platino y las dosis que se requieren son mucho
menores en comparacion con las de cisplatino. Con la misma cantidad de dinero se
podrian tratar a entre 10 y 15 pacientes, en lugar de uno con los farmacos importados.

En 1983, se obtuvieron los primeros resultados sélidos, importantes, en la sintesis de
dos compuestos, la Casiopeina Il gly y la Casiopeina lllia. Son los mas prometedores
por su solubilidad, selectividad, actividad y a la baja toxicidad para combatir carcinomas
y leucemia ""). Entre estas, existen algunas con mayor actividad pero también son mas

toxicas.
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2.4.1 Casiopeina IlI-Gly

CH, CH,

0 | -

A

H,N 0
O

Figura 2. Molécula de la Casiopeina ll-gly
[Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)]NO; - 2 H,O

% Propiedades Fisicoquimicas:

pKa 5.4 (12

Caracteristicas fisicas: Sélido en polvo fino de color azul.

Peso Molecular: 443.90 g/mol

Solubilidad: Muy Soluble en Metanol, Etanol y mezcla de agua-Alcohol (50:50),
Soluble en agua, poco soluble en solucién amortiguadora.'®

Estabilidad.

o El compuesto es estable en agua a fuerza iénica y a temperatura constante a pH

cercano a 7 por aproximadamente 7 dias.
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o Casiopeina llI-gly en solucién salina (NaCl) precipita. En IR se observa del

precipitado que los nitratos desaparecen, ya que estos fueron sustituidos por

cloruros.

Es estable por una semana en solucién dextrosada.*

o De Estudios de estabilidad en disolucién acuosa, se dedujo que el farmaco no se
puede administrar por via oral, pues el pH del estbmago tiene un valor cercano a
1 en el cual los compuestos se podrian degradar y posiblemente no presentarian

actividad farmacoldgica, sin embargo pueden ser administrados por via

intravenosa, ya que son inertes frente al agua inclusive hasta pH 8!'%%.

%+ Antecedentes de su actividad bioldgica.
e Presenta unién a proteinas por arriba del 90% ¥

e En estudios realizados sobre toxicidad aguda en rata y ratén se obtuvieron como

Dosis Letales 50 (DLso) '©:

Tabla 1. Dosis Letal para Casiopeina ll-gly

Wistar macho Wistar hembra
I.P. I.V. [.P.
mg/kg mg/kg || mg/kg

Ratas

DL50 6.66 7.83 | 8.83
DL90 9.81 - 10.69

ICR Macho ICR Hembra
I.P. V. l.P.
mg/kg mg/kg || mg/kg

DL50 15.59 15.5 | 15.67
DL90 19.79 17.95 [ 17.71

Ratones
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La realizacion de pruebas in vivo e in vitro de las casiopeinas genera una coloracién
‘rosa” tanto en el cultivo de bacterias, como en los medios de Drosophila y en las
muestras de orina de ratas y ratones que se encuentran en experimentacién con

casiopeinas "), por lo que se propone la formacion de derivados del tipo [Fe (N-N)s] 2*.

Se ha sugerido que la Casiopeina lI-gly tiene una muy baja probabilidad de provocar
inestabilidad gendomica mediante recombinacién, similarmente a la vincristina. Lo
anterior evitaria el peligro de tumores secundarios debido a la aplicacién de la

Casiopeina (8.

Uno de los mayores efectos toxicos de la Casiopeina II-gly es a nivel hematoldgico. Se
ha visto que se presenta anemia hemolitica con una dosis de 5mg/kg en ratas. El dafio
se observd con la reduccién de hemoglobina, del hematocrito y de células rojas 12
horas después de la administracién, obteniéndose el mayor dafio a los 5 dias. Lo
anterior se piensa puede ser debido a la habilidad del cobre para oxidar proteinas y
lipidos ademas de potenciar la formacion de radicales libres por la reduccion de Cu (ll)

a Cu (1).(®

La mayoria de los experimentos con cultivos de tejidos tanto normales como
neoplasicos, indican que las casiopeinas causan dafos a las mitocondrias por bloqueo
de algunas vias, desacoplamiento de la cadena respiratoria y de la sintesis de ATP,

comprometiendo a la duplicacién celular ©.
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En cultivos de células C6 (provenientes de glioma), la Casiopeina ll-gly caus6
translocacién mitocondrio-nuclear del factor de induccion de apoptosis (AIF) y
endonucleasa G a concentraciones bajas y altas, mientras que la fragmentacién de
DNA nucleosomal, liberacion de citocromo C y activacibn de caspasa -3 fueron
observadas a altas concentraciones. Estos resultados sugirieron que la muerte por
apoptosis, es a través de las vias independiente y dependiente de las caspasas. En
este mismo estudio se utilizaron ratas con Glioma C6 y al tratarlas con la Casiopeina Il-
gly se redujo el tumor en volumen, asi mismo los indices mitéticos y de proliferacion
celular disminuyeron, y se aumenté el indice apoptotico. Por lo anterior se pensaria en

utilizar esta Casiopeina para el tratamiento de gliomas malignos ©".

Se ha demostrado que la Casiopeina ll-gly induce una menor cardiotoxicidad que la
adriamicina (antineoplésico cardiotéxico mas potente), lo cual es una ventaja para el
tratamiento de neoplasias. ??

Se ha sugerido que la Casiopeina ll-gly rompe al DNA tanto in vivo como in Vitro por
generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) (principalmente radicales *OH), y

a ello se atribuye su efecto citotéxico, y por lo tanto su actividad antineoplasica ©.

Las enfermedades que posiblemente serdn atacadas con la Casiopeina llI-gly son:
cancer cervicouterino, de mama, de colon y carcinomas. También son especialmente
prometedoras para caso de leucemia y de neuroblastos, tumores en el sistema nervioso

central, para los que hasta ahora no hay medicina. "9
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2.5 PROCESO DE DESARROLLO DE UN FARMACO NUEVO

El objetivo de seguir un proceso para el desarrollo de farmacos nuevos (Fig.3) es
asegurar que la poblacién tenga acceso a farmacos seguros y eficaces. Las diferentes
fases para ello son @¥:

El estudio pre-clinico tiene como propédsito obtener suficientes datos que apoyen con
cierto nivel de seguridad la decision para el uso del farmaco en seres humanos. Se
evaluan los efectos téxicos y farmacolégicos del farmaco a través de pruebas in vitro e
in vivo en animales de laboratorio. Se hacen ensayos de genotoxicidad y también

estudios de la absorcién y metabolismo del farmaco, la toxicidad de los metabolitos y la

velocidad con que el farmaco y sus metabolitos se excretan del cuerpo.

Los estudios clinicos constituyen la prueba clave antes de la comercializacién de los
farmacos que no han sido aprobados. Durante estos estudios, se administra un
compuesto de investigacién a seres humanos y se evalla su seguridad y eficacia para
tratar, prevenir o diagnosticar una enfermedad o estado de salud especifico. El
resultado de esta prueba encierra el factor principal para la aprobacion o el rechazo de
un NDA (New Drug Application).

Estudios Clinicos de la Fase 1. Es la introduccion inicial de un farmaco nuevo en
seres humanos. Se vigilan rigurosamente y pueden realizarse en pacientes, pero por lo
general se realizan en voluntarios saludables. Su propdsito es determinar los efectos
metabdlicos y farmacol6gicos en seres humanos, los efectos colaterales relacionados

con mayores dosis, y si fuera posible, obtener las primeras pruebas de eficacia.
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Se evaltan también las relaciones de estructura-actividad, y el mecanismo de accion en
seres humanos. En estos estudios se determinan ademas los farmacos que se
empleardn como medios de investigacion para explorar fenomenos biolégicos o
procesos patologicos. EI niumero total de voluntarios que se utilizan en dichos estudios
depende del farmaco. Por lo general se emplea entre veinte y ochenta individuos.
Estudios Clinicos de la Fase 2. Incluye los primeros estudios clinicos controlados que
intentan conseguir datos preliminares sobre la eficacia del farmaco en indicaciones
especificas en pacientes enfermos o en mal estado de salud. Esta fase del estudio
ayuda también a determinar los efectos colaterales a corto plazo y los riesgos comunes
del farmaco. Siempre estan muy controlados y vigilados y se realizan en un namero
relativamente pequeno de pacientes, por lo general de varios cientos de personas.
Estudios Clinicos de la Fase 3. Estudios mas extensos, controlados y no controlados.
Se realizan después que los estudios preliminares de la Fase 2 han indicado la eficacia
del farmaco, para poder evaluar la relacion de beneficio y riesgo del farmaco. Esta fase
de estudios también brinda una base adecuada para extrapolar los resultados a la
poblaciéon general y transmitir esa informacién en el etiquetado médico. Los estudios de
la Fase 3 incluyen usualmente desde varios cientos hasta miles de pacientes.

El Departamento de Farmacovigilancia y Epidemiologia (DPE) lleva también a cabo
una funcién epidemioldgica en la supervision de la seguridad del farmaco. Cumple esta
funcion el personal profesional multidisciplinario de médicos y epidemidlogos,
farmacéuticos y coordinadores del programa y proyecto. El principal objetivo es la

evaluacion postcomercial de los riesgos de los farmacos que puedan afectar el

ambiente, empleando las herramientas de la epidemiologia.
35



II. ANTECEDENTES

INVESTIGACION

PRECLINICA ESTUDIOS CLiNICDS REVISION DE NDA

SINTESIS ¥
PURIFICACION
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CUALQUIER PREGUNTA
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CONSEJOS DE HE\"IS_iIfIN
INSTITUCIONAL

Figura 3. Proceso de Desarrollo de un Farmaco Nuevo ?%
IND: Investigational New Drug Applications

2.5.1 Estudio para el Desarrollo de las Casiopeinas

Una pauta 6ptima para la demostracion de la actividad antineoplasica en animales se

define adicionalmente en los estudios preclinicos, al igual que la formulacion éptima

para una via de administracion “.
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Tras la experimentacion de las Casiopeinas en animales, lo que sigue es su aplicacion
en humanos. Se tendra que puntualizar los protocolos y como se aplicara, lo que sera
resuelto por los comités Académico y de Etica del InCa (Instituto Nacional de
Cancerologia).
Se tiene contemplado que el uso de las Casiopeinas se haga en cuatro fases: la fase |
se hara con enfermos terminales, a los cuales se les aplicaran los farmacos nuevos en
dosis muy bajas. En la fase Il, una vez ajustada la dosis, los enfermos tienen tumores
avanzados, pero ya se puede esperar alguna posible mejoria. La fase Ill es un tumor
menos avanzado y se trata al paciente con una terapéutica formal. En la fase IV se trata
a enfermos iniciales sin mayor problema terapéutico. "9

2.6 METODOS BIOANALITICOS.
Algunas de las pautas importantes en el desarrollo de un nuevo farmaco es lo
concerniente al estudio de los procesos LADME (Liberacién, Absorcion, Distribucion,
Metabolismo y Excrecién del farmaco), estudios farmacocinéticos, monitoreo y
toxicidad, los que para llevarse a cabo, se hace necesario contar con un método
analitico en fluidos biol6gicos, confiable y validado, que ayude a medir las
concentraciones del farmaco inalterado en suero, plasma u orina.
El Método analitico se define como la descripcion de la secuencia de actividades,
recursos materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el analisis

de un componente especifico de la muestra. ?®
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2.6.1 Validacion de Métodos Bioanaliticos

El Método Analitico mide un componente especifico (analito) en una muestra y como

todo proceso de medicion, éste debe ser confiable para ser utilizado con un propdésito

definido. Para ello, se lleva a cabo la validacién de los métodos Analiticos. (

25,26)

La Validacién, es la evidencia experimental documentada de que un procedimiento

cumple con el propésito para el que fue disefiado. ¢”

Para la validacion se deben de incluir como minimo los parametros que se describen a

continuacion:

X/
L %4

Rango. Intervalo de un Método analitico, definido por las concentraciones

comprendidas entre los niveles superior e inferior del compuesto, en el cual se

ha demostrado que el método es preciso, exacto y lineal.

Linealidad. Capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para

obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del

compuesto en la muestra;

Precision. Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales,

cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una

muestra homogénea del producto. Se evalla como repetibilidad vy

reproducibilidad.

» Repetibilidad. Precisibn de un método analitico que expresa la variacién
dentro de wun mismo laboratorio obtenida entre determinaciones

independientes realizadas en las mismas condiciones.
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» Reproducibilidad intralaboratorio. Precision de un método analitico que
expresa la variacibn obtenida entre determinaciones independientes,
realizadas en el mismo laboratorio, pero en diferentes condiciones de analisis,
tales como dias, equipo, columnas o analistas.

Exactitud. Concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de

referencia.

Recuperacion absoluta. Eficiencia de un método analitico para cuantificar el o los

compuestos por analizar en la muestra biolégica.

Selectividad. Capacidad de un método analitico para cuantificar especificamente

el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos que pudieran estar

presentes en la muestra.

Limite de deteccién. Minima concentracion de un compuesto en una muestra el

cual puede ser detectado, pero no necesariamente cuantificado

Limite de cuantificacién. Concentracion mas baja del compuesto que puede

cuantificarse cumpliendo con la precisién y exactitud establecidas en el método.

Estabilidad de la muestra. Propiedad del compuesto por analizar, de conservar

sus caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta su analisis.

Tolerancia. Capacidad del Método analitico para obtener resultados precisos y

exactos ante variaciones pequenas pero deliberadas, en sus parametros vy

condiciones de trabajo y que proporciona una indicacién de su confiabilidad

durante el uso normal. %6%7)
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2.7 CROMATOGRAFIA

La Cromatografia es una técnica analitica que permite separar los componentes de la
muestra, en la cual los componentes se distribuyen entre dos fases, una es la fase
estacionaria y otra es la fase mévil, de tal forma que cada uno de los componentes de
la muestra es selectivamente retenido por la fase estacionaria.

Los Métodos Cromatograficos son comiUnmente usados para andlisis cualitativo y
cuantitativo de farmacos, productos y componentes de ellos en fluidos o matrices
biolégicas.

Los métodos cromatograficos mas comunes son ©%:

A. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

La Cromatografia de liquidos (CLAR o HPLC por sus siglas) ha tenido una creciente
difusion desde comienzos de la década de los 70’ y hoy representa una de las
herramientas mas empleadas en el laboratorio analitico moderno, ya sea éste dedicado
a la investigacion basica o aplicada, industrial y bioldgico. ?®

Utiliza una fase mdévil Liquida para separar los componentes de la mezcla. Dichos
componentes son primero disueltos en un disolvente, y entonces forzados con un flujo
determinado a pasar a través de la columna Cromatogréafica a alta presion

Basicamente los componentes de un equipo cromatografico (Fig. 4) son los siguientes:

bombas, inyectores, columna, detectores y sistema de toma y procesamiento de datos

(30)
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Salida del Solvente

[uf]

Inyector

&

Columna
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: ] —
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Procesador de datos

Desechos

Figura 4. Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucién. Componentes. *

(31)

Los métodos mas comunmente utilizados son **":

1. Fase Normal

Técnica Cromatogréafica que utiliza solventes organicos para la fase movil y una fase

estacionaria polar. Los componentes menos polares eluyen mas rapido que los mas

polares.

2. Fase reversa

Técnica cromatogréfica mas utilizada, la base de la fase mévil es agua, y como fase
estacionaria una fase no polar. La separacién se lleva a cabo por la fuerza del

disolvente, y la selectividad se ve afectada por la temperatura de la columna y el pH.

Los Componentes mas polares eluyen mas rapido que los menos polares.
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3. Par ionico/afinidad
Uno de los tipos de Cromatografia utilizados para compuestos catidénicos o anioénicos es
la Cromatografia de liquidos de par iénico, el cual es un método para mejorar la

separacién de analitos cargados. 2

La selectividad de dicha separacién es determinada principalmente por la fase movil:
reactivo de par iénico (RPI) y solvente organico. El reactivo de par idnico es una larga
molécula iénica que contiene una carga opuesta al analito de interés. Usualmente tiene
dos regiones, una hidrofébica para interaccionar con la fase estacionaria y una region
con carga para interaccionar con el analito. Para la Fase estacionaria suele utilizarse

fase neutra, resinas hidrofobica o silica.

Uno de los modelos del mecanismo de retencion es un intercambio idnico dinamico
(Fig. 5), que menciona que la porcién hidrofébica del RPI se adsorbe a la fase
estacionaria hidrofébica para formar una superficie dindmica de intercambio idnico. El
analito es retenido en esta superficie. El solvente organico puede impedir la interaccién
del RPI con la fase estacionaria. Un incremento en el porcentaje de solvente organico
en el eluente decrece la interaccion de pares idnicos con la fase estacionaria y se

reduce su retencion.
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El tiempo de retencion del analito incrementara mientras la concentracién del RPI

incremente. Las concentraciones que normalmente se usan estan entre 0.5y 20 mM

La separacién de aniones, incluyen como RPI sales de amonio: tetrametil-, tetraetil-,

tetrapropil- y tetrabutilamonio. 2

Para separacion de cationes, se debe considerar el tipo de reactivo de par idnico, la

naturaleza de un ligante eluente ®?y el pH.

RPI para separacion de cationes incluyen acidos como clorhidrico, perclérico y sales

como pentan-, hexan-, heptan- y octansulfonatos. La elusiéon del soluto puede ser

mejorada por complejacién con un ligante.®®

Las ventajas de este tipo de cromatografia son ©2):

>

>

Y V VYV V¥V

Simple preparacion de buffers.

Reduccién en el tiempo de separacion.

Separacion simultdnea de solutos ionizados y no ionizados.

Resultados con alta reproducibilidad

Mejora de la forma del pico

La retencion del soluto con la misma carga que el RPI decrece cuando el RPI
es adicionado.

La retencién de solutos con la carga opuesta al RPI incremente cuando se

adiciona RPI.
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Figura 5. Diagrama de Cromatografia de par ionico ®.

4. Intercambio iénico
La fase estacionaria tiene una superficie ibnica con carga opuesta a los iones de la
muestra. Es utilizada casi exclusivamente para muestras idnicas o ionizables.

5. Exclusion
También conocida como permeacién en gel o filtracion. La separacion esta basada en
el tamano de la molécula. Moléculas muy grandes pasan por los poros del material
poroso, las moléculas pequenas entran en los poros eluyendo al dltimo.

6. Quiral
La separacién de enantidmeros puede realizarse en fases estacionarias quirales por
formacion de diasterémeros con agentes derivatizantes o aditivos de la fase movil sobre

fases estacionarias aquirales.
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B. Cromatografia de Gases (GC)
Se basa en volatilizar la muestra transportada por un gas como fase mdévil a través de la
fase estacionaria de la columna. Las muestras son normalmente de bajos pesos
moleculares y volatiles ademas de estables a altas temperaturas.

C. Cromatografia de capa fina.
Es el método mas simple. La separacién se basa en la migracion de la muestra sobre
una lamina con una fase estacionaria, la cual es colocada dentro de la fase movil. El
sistema completo es colocado dentro de un reservorio cerrado para permitir la

migracion.

2.8 FARMACOCINETICA

Las personas, las poblaciones y los grupos étnicos varian sustancialmente en su
respuesta a los farmacos vy, por tanto, requiere dosis individualizadas de los mismos.
Esta variabilidad tiene numerosos origenes, pero en lineas generales estos pueden
dividirse en las dos fases principales de la accién de los farmacos: farmacocinética
(aquello que el organismo hace al farmaco) y farmacodinamia (aquello que el farmaco
hace al organismo).

La farmacocinética describe la relacion entre la dosis y la concentracion de farmaco
libre en el lugar de accién (un receptor para un farmaco), asi como la evolucién de la
concentracion del farmaco en el organismo. La disposicién del farmaco es un término
amplio que abarca todos los procesos mediante los cuales el organismo hace frente a
las sustancias quimicas extraias, incluidos los farmacos ©°. Estos procesos son la

liberacién, absorcién, distribucion, el metabolismo v la excrecién (LADME):
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Liberacion. Tomando como ejemplo la administraciéon por via oral, la liberacién es la
primera etapa que sufre el principio activo, finalizando con la disoluciéon del mismo, que
en el caso de la administracion de un farmaco en solucién intravenosa, tal paso no
existe.

Absorcion. La absorcién es un proceso mediante el cual las moléculas del farmaco
alcanzan la circulaciéon sanguinea, dicha etapa no existe en el caso de administracion
parenteral intravenosa, aunque si cuando se trata de una administracion parenteral
extravasal, como intramuscular o subcutanea.

Distribucion. Es el proceso mediante el cual el farmaco se incorpora desde la
circulacion sanguinea a los diferentes érganos y tejidos corporales.

Eliminacion. Desde el momento en que el farmaco llega a la circulacién sanguinea, y al
mismo tiempo en que se va dando la distribucion, tiene lugar la eliminacién del farmaco,
que puede ser mediante metabolismo y/o excrecion como farmaco inalterado por orina

y/o bilis mayoritariamente. %

El estudio LADME puede ser abordado mediante dos tipos de datos: concentraciones
plasmaticas y/o cantidades excretadas de farmaco inalterado en orina, obtenidas a
distintos tiempos después de su administracién.
Algunas consideraciones para realizar estudios de excrecién urinaria son ”);

> El farmaco se debe eliminar por via renal en proporcién de cuando menos

50% en forma intacta.

» Se debe vaciar la vejiga antes de la administracion del farmaco y guardar

muestra de orina que servira como blanco de andlisis.
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> Se debe administrar una cantidad suficiente de agua para provocar diuresis y
poder obtener un numero suficiente de muestras de orina durante las
primeras horas.

» Para cada muestra es necesario anotar el lapso a partir del vaciado anterior y
la cantidad total de orina eliminada.

> El farmaco no debe unirse a proteinas plasmaticas y su via de excrecion debe
ser solamente por filtracién glomerular.

» Se asume que la fraccién de Farmaco excretado en orina es constante.

» La orina debe colectarse por un periodo de tiempo cuando menos 7 ti.=
99.2% o0 bien 10 t12=99.9%.

El proceso de excrecién urinaria de un farmaco se caracteriza por una cinética de orden
uno; por lo tanto, es posible establecer que la velocidad con que el principio activo
inalterado aparece en el fluido urinario, es proporcional a la cantidad de farmaco que
existe en el organismo (y esta cantidad a su vez, esta directamente relacionada con la

concentracién plasmatica del mismo). ¢
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2.9 JUSTIFICACION

Uno de los mayores problemas de salud publica que amenaza la vida es el cancer, en
México en 2005, los tumores malignos fueron la tercera causa de muerte ® y la primera
en mujeres mayores de 40 afios ®®. Para contrarrestar a este mal, el farmaco mas
importante por su utilizacion y actividad antineoplasica es el cisplatino, el cual es
utilizado en el tratamiento de tumores sélidos y metastasis de vejiga, testiculos y
carcinomas ovaricos; pero tiene desventajas tales como su alta toxicidad ©, diversos
tumores son refractarios a dicho farmaco y su alto costo econémico. Esto ha llevado a
la busqueda de agentes quimioterapéuticos mas efectivos, menos toxicos, de mas
amplio espectro y con un menor costo en nuestro pais, ya que la importacion de
compuestos antineoplasicos es de un alto costo econémico.

A principios de los afos 80’s en la Facultad de Quimica de la UNAM bajo la direccion
de la Dra. Lena Ruiz Azuara, se disend y sintetiz6 un nuevo grupo de compuestos de
coordinacion con cobre (lI) como nucleo metdlico denominados CASIOPEINAS®, que
en la esfera de coordinacion presentan un ligante bidentado del tipo diimina (N-N) y otro
qgue puede ser aminoacidato (N-O) o donador (O-O).

De estos compuestos, uno de los mas prometedores es la Casiopeina ll-gly, debido a
su ya probada actividad citotoxica.

Si bien los antecedentes mostrados evidencian la actividad de la Casiopeina II-gly y por
lo tanto la importancia de su estudio. Para lo cual se requiere de investigaciones
preclinicas para conocer su eficacia, asi como su toxicidad, comportamiento y
eliminacion del organismo. Y de esta manera, poder utilizar a la Casiopeina Il-gly en un

estudio Fase clinica 1.
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2.10 HIPOTESIS
La Casiopeina ll-gly al administrarse via intravenosa a ratas macho Wistar, se eliminara
en mayor proporcion y de manera inalterada por orina y los datos farmacocinéticos se

ajustaran a un modelo bicompartimental.

2.11 OBJETIVO
El objetivo primordial del presente trabajo consiste en Desarrollar y Validar un
procedimiento analitico para cuantificar la Casiopeina ll-gly en orina de rata macho
Wistar por Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (CLAR o HPLC), el cual pueda
utilizarse en estudios de farmacocinética para conocer pardmetros farmacocinéticos
que caractericen a dicho farmaco.
Para el cumplimiento del objetivo general de este proyecto se plantearon los siguientes
objetivos particulares:
» Desarrollar y Optimizar un método analitico por HPLC para cuantificar la
Casiopeina ll-gly en orina de rata macho Wistar.
> Validar el método analitico desarrollado para demostrar su selectividad,
linealidad, precision, exactitud, limite de deteccién, limite de cuantificacion,
recobro absoluto y estabilidad analitica de la muestra.
> Realizar un estudio de farmacocinética de Casiopeina ligly y 4,7-dimetil-1,10-

fenantrolina en rata macho Wistar
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@ 3.1 MATERIAL

M 3.1.1 Estandares
¢ [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicina)|[NO3 * 2 H.O
Casiopeina ligly PM 443.90 g/mol Lote 170MBGO030305
¢ Guaifenesina ETPRI 022 COSUFAR
¢ 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina (CH3)>C12He¢N2 PM 208.26 g/mol lote s/n
¢ [Cu(glicina),] 27/11/07 Lote s/n
¢ [Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]NOz * 2 H.O
Casiopeina lll ia PM 444.93 g/ mol Lote 173MBG300305

¢ [Fe (fen)s] SO4 o [Fe(4,7-dimetil-1,10 fenantrolina);] SO4 830.74 g/mol Lote s/n

i1 3.1.2 Reactivos
¢ Metanol Tecnolab grado HPLC Lote 267 04/11/07
¢ Tiras reactivas de pH 0- 14 Machery-Nagel
¢ Agua HPLC
¢ Acido Acético Glacial Baker RA Lote G49464
¢ EDTA Técnica Quimica lote s/n
¢ Hexansulfonato de sodio (Ce¢H13NaO3S) grado HPLC Sigma Ultra Lote 041K54412
¢ Solucion Salina Isotdnica CS Pisa Lote D057571

+ Etanol Mena Lote 09106Med1
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i1 3.1.3 Equipos e instrumentos
+ Cromatégrafo Agilent 1100
Computadora HP
Bomba Cuaternaria modelo G1313A
Detector DAD modelo G1315B
Inyector Automatico modelo G1313A
Desgasificador G1322A
Programa Chemstation. Agilent Technologies
¢ Potenciémetro Thermorion Modelo 410
¢ Bano de Ultrasonido Fischer-Scientific FS60
¢ Vortex Genie 2 E096/07
¢ Centrifuga Micromax RF Termo IEC
¢ Desionizador de agua Millipore Milli-Q Water System, 0.22 um
¢ Centrifuga Eppendorf modelo 5416
¢ Columna: Phenomenex Luna 5 u C18(2) 100A 250 x 4.6 mm
¢ Precolumna: Security Guard cartridge system C18
¢ Viales de Cromatografia 2 mL Agilent ambar.
¢ Tubos eppendor 1y 2 mL
¢ Micropipeta Eppendorf 100-1000 pL
¢ Micropipeta Eppendorf 20-200 pL
+ Matraces volumétricos de 10, 50 y 500 mL

¢ Vasos de precipitados de 500 y 1000 mL

¢ Frascos para Fase Mévil 500 y 1000 mL
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¢ Balanza Analitica estandar Ohaus, modelo AS200

¢ Tubos de vidrio 16 X 100 mm

¢ Cajas Metabdlicas Harlan

¢ 15 Jeringas BD Plastipack 1 mL 27Gx13mm Lote 6334652

+ 15 Catéteres

i1 3.1.4 Material biolégico
¢ Pool de orina de rata macho Wistar. Para la preparacion de curvas y puntos control,
se utilizd un pool de orina de 10 ratas Macho Wistar (300 g + 20) colocadas
separadamente en cajas metabdlicas durante la noche, quitando el alimento y dejando
Unicamente con agua ad libitum, por 12 horas, después de lo cual se recolecto la orina.

¢ 15 ratas macho Wistar 4509420 para estudio preclinico de farmacocinética.

@ 3.2 Preparacion de reactivos y soluciones

i1 3.2.1 Soluciones y reactivos para el desarrollo y validacion del Método.

i. Solucion estandar de Casiopeina ll-gly en solucién. (1000ug/mL)

Se pes6 con exactitud 10 mg de Casiopeina ll-gly, se transfirieron cuantitativamente a
un matraz volumétrico de 10 mL, se disolvieron y llevaron al aforo con metanol HPLC.

ii. Solucion estandar de Casiopeina ll-gly en orina. (1000ug/mL)

Se pes6 con exactitud 10 mg de Casiopeina ll-gly, se transfirieron cuantitativamente a

un matraz volumétrico de 10 mL, se disolvieron y llevaron al aforo con pool de orina.
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iii. Solucion de Casiopeina ll-gly en solucién (400ug/mL)
Se transfirié cuantitativamente una alicuota de 4 mL de la Soluciéon de 1000 pg/mL (Sol.

i) a un matraz volumétrico de 10 mL y se llevé al aforo con Metanol HPLC.

iv. Solucion de Casiopeina llI-gly en orina (400pug/mL)
Se transfirid cuantitativamente una alicuota de 4 mL de la Solucién de 1000 pg/mL en

orina (Sol. ii) a un matraz volumétrico de 10 mL y se llevo al aforo con pool de orina.

v. Solucién de Estandar Interno (600 pg/mL)
Se pesaron con exactitud 0.03 g de Guaifenesina, se transfirieron cuantitativamente a

un matraz volumeétrico de 50 mL y se llevé a volumen con MeOH HPLC.

vi. Solucion de Hexansulfonato de sodio 20 mM pH 4.0
Se pesaron con exactitud 0.1883 g de Hexansulfonato de Sodio, se transfirieron
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 50 mL, se ajust6é el pH a 4 con solucion

de Ac. Acético- agua (50:50) y se llevé a volumen con agua HPLC.

vii. Solucién de acido acético- agua 50:50

Se mezclaron 10 mL de acido Acético con 10 mL de Agua HPLC, y se agito6.

viii. Hidroxido de Sodio 0.5 M

Se pesaron con exactitud 0.2 g de NaOH , se transfirieron a un matraz volumétrico de

10 mL y se llevé al aforo con agua HPLC.
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iXx. Solucién de 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina en orina (1000 pg/mL)
Se pesé con exactitud 10 mg de 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina, se transfirieron
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 10 mL, se disolvieron y llevaron al aforo

con pool de orina.

X. Solucién Muestra de 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina en orina (100 pg/mL)

De la solucion x. se tomaron 100 pL y se llevo al aforo de 1 mL con pool de orina.

Xi. Solucion de [Cu (glicina)2] en orina (1000 pg/mL)
Se pesé con exactitud 10 mg de [Cu (glicina),], se transfirieron cuantitativamente a un

matraz volumétrico de 10 mL, se disolvieron y llevaron al aforo con pool de orina.

Xii. Solucion Muestra de [Cu (glicina).] en orina (100 pg/mL)

De la solucion xi. se tomaron 100 pL y se llevo al aforo de 1 mL con pool de orina.

Xiii. Solucion de [Fe (4,7-dimetil-1,10 fenantrolina)s] SO, en orina (1000 pug/mL)
Se pesd con exactiiud 10 mg de [Fe (4,7-dimetil-1,10 fenantrolina);] SO4, se
transfirieron cuantitativamente a un matraz volumétrico de 10 mL, se disolvieron y

llevaron al aforo con pool de orina.

Xiv. Solucion Muestra de [Fe (4,7-dimetil-1,10 fenantrolina)s] SO, en orina (100 pg/mL)

De la solucion xiv. Se tomaron 100 pL y se llevé al aforo de 1 mL con pool de orina.
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¥ 3.2.2 Soluciones para el Estudio preclinico.
xv. Solucién de Casiopeina ll-gly en Solucion Salina Isoténica (SSI) (6mg/mL)
Se utilizé la mitad de la dosis letal de Casiopeina ligly (3.9 mg/kg) para evitar que las
ratas murieran. Para administrarla en un volumen pequeno (0.2-0.3 mL), se requirié una
solucién de 6 mg/mL, para lo cual se pesaron 30 mg de Casiopeina ll-gly y se
transfirieron cuantitativamente a un matraz volumétrico de 5 mL, se disolvié en SSl y se
llevé al aforo con esta misma. A partir de la solucién se llevaron a cabo los calculos de

volumen para administrar la dosis a cada rata.

xvi. Solucién de 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina en etanol-agua (50 mg/mL)

Al no contarse con la LDsy de dicho compuesto se calculé la cantidad de 4,7-dimetil-
1,10-fenantrolina (mg) contenida en la dosis probable a administrar de Casiopeina Il gly;
considerando el peso molecular de ambas. Se disolvieron 50 mg del compuesto en 1
mL de Etanol-Agua (90:10) debido a que el compuesto es soluble Unicamente en

alcoholes.

xvii. Solucidn de 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina en etanol-SSl (90:10) (2.95 mg/mL)

Se tom6 una alicuota de 59 pL de la solucion de 50 mg/mL de 4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina y se transfirid cuantitativamente a un tubo eppendorf de 2 mL, se llevd a
volumen de 1 mL con la mezcla de Etanol-SSI (90:10). A partir de esta solucién, se
realizaron los calculos pertinentes para la administracién de la fenantrolina en las ratas

a utilizar.
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xviii. Solucién mezcla de Etanol-agua y Etanol-SSI (90:10)

Se tomd 1 mL de agua o Solucién Salina, y se llevé a volumen de 10 mL con Etanol.

¥ 3.2.3 Fase Movil
55 % Fase acuosa de sales: Hexansulfonato de sodio 5mM / EDTA 2mM (pH 3.5)
45 % Fase Organica: Metanol HPLC

Para 500 mL de solucion de sales se realiz6 el siguiente procedimiento:
Se pesod con exactitud 0.4705 g de Hexansulfonato de sodio y 0.3722 g de EDTA, se
transfirieron cuantitativamente a un matraz volumétrico de 500 mL; se llevé a volumen
aproximado de 480 mL. Se agité y se ajustd el pH con la solucion de Ac. Acético-agua
a un pH de 3.5 (aproximadamente 8 gotas con pipeta Pasteur), y se llevo al aforo con
agua HPLC.
Se colocaron en frascos reservorios por separado la solucién de sales y el metanol,
previamente filtrados y desgasificados. Por medio del programa computacional del

equipo cromatografico se ajustaron las proporciones de sales 55% y metanol 45%.
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¥ 3.2.4 Preparacion de Curvas de Calibracion y Puntos Control

Tabla 2. Curva patron de Casiopeina ll-gly en orina y solucién de fase movil

Concentracién

Alicuota (uL) de

Aforo en orina o

Concentracion final

. ] . después del
(ug/mL) solucion estandar fase movil (mL) _
tratamiento(ug/mL)
100 100 * 1 50
75 175 ** 1 35
50 125 ** 1 25
30 75 ** 1 15
10 25 ** 1 5

Tabla 3. Puntos Control de Casiopeina ll-gly en orina y solucién de fase movil

Concentracion final

Concentracion Alicuota (uL) de Aforo en orina o ]
. ) o después del
(ng/mL) solucién estandar fase movil(mL) .
tratamiento(pug/mL)
16 40 ** 1 8
40 100 ** 1 20
90 90 * 1 45

* Alicuota de la solucién de 1000 pg/ mL de Casiopeina ll-gly. (Solucién i 6 ii segun sea el caso)

**Alicuota de la solucién de 400 pug/mL de Casiopeina ll-gly (solucién iii 6 iv segun sea el caso)

De cada solucién se tomaron 500 uL para procesarlas.
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@ 3.3 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO
i1 3.3.1 Eleccion de las Condiciones Cromatograficas
Se determinaron las condiciones cromatograficas, de acuerdo a los siguientes criterios:

Tabla 4. Requisitos para eleccidon de condiciones cromatograficas.

Parametro Criterio

Tiempo de retencion Libre de interferencias a componentes enddgenos de la
orina y que el pico de la Casiopeina se encuentre entre 8 y
12 minutos.

Resolucién Mayor o igual a 2

Factor de coleo Menor o igual a 2

Eficiencia Superior a 3000 platos teéricos.

a) Fase estacionaria (Columna): Trabajos anteriores, demostraron que la Fase
Reversa, es la indicada para trabajar con las Casiopeinas ("% 303739 En un
estudio realizado anteriormente con la Casiopeina ll-gly '® aun no publicado, se
utilizé una columna con las mismas caracteristicas.

b) Fase Movil: Se utilizaron las mismas concentraciones de sales usadas en el
trabajo realizado por Garcia Rojas (¥ cambiando las proporciones debido a las
interferencias de la orina en el tiempo de retencién de la Casiopeina II-gly.

c) Flujo, volumen de inyeccion y longitud de onda de deteccion: Se tiene como

(1338) "an los cuales, la deteccion se

referencia dos trabajos realizados en plasma
realizdé a una misma longitud de onda (273nm), flujo de 1mL/min y se inyectaron

50 pL.

59



III. PARTE EXPERIMENTAL

d) Temperatura: Se eligio la Temperatura de 25°C debido a que la Casiopeina Il-gly
no es estable a temperaturas elevadas, pero se decidié una temperatura

controlada para evitar el ruido por variaciones de Temperatura.

M 3.3.2 SELECCION DE ESTANDAR INTERNO (EIl)
Se probaron distintos estandares, entre ellos acido salicilico, sulfadoxina, Cafeina,
hidroclorotiazida, Teofilina, Alopurinol, Trimetoprim, Nizatidina, piridoxal vy
Guaifenesina.La Concentracién del Estandar Interno se estableci6 en base a la
respuesta cromatogréfica (area), la cual deberia corresponder a la mitad del punto mas

alto de la curva estandar en orina. El estandar elegido fue la Guaifenesina.
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i1 3.3.3 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS OPTIMIZADAS

Cromatografo Agilent serie 1100

Columna: Phenomenex Luna 5 p C18(2) 100A 250 x 4.6 mm

Precolumna: Security Guard cartridge system C18

Fase mévil: 55 % EDTA 2mM/Hexansulfonato de sodio 5mM (pH 3.5 )
45 % Metanol HPLC

Flujo: TmL/min

Longitud de onda: 273 nm

Volumen de inyeccion : 50uL

Tiempo de corrida: 14 minutos

Estandar Interno: Guaifenesina 150 pg/mL

Respuesta medida: Areas relativas (Casiopeina Il-gly / Guaifenesina)

i 3.3.4 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE ORINA.

En un tubo eppendorf de 2mL se deposité una alicuota de 500 pyL de muestra (Fig. 6),
se verifico y/o ajusto6 el pH de la orina a 8 con NaOH 0.5 M (1 gota aproximadamente).
Posteriormente se le adicionaron 250 uL de MeOH con el correspondiente Estandar
Interno (Guaifenesina) en concentracién 600 pg/mL, se agitdé por 10 segundos en
vértex, se adicionaron 250 pL de solucion de Hexansulfonato de sodio 20mM pH 4.0, se
agitdé en vortex 20 segundos y se centrifugd 15 000 rpm durante 15 minutos, y se

transfirieron 500 pL a viales del equipo Cromatografico y se inyectaron 50 pL.
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[ 500 pL de Muestra ]

l Ajustar y Verificar pH a 8 (NaOH 0.5 M)

250 pL de Guaifenesina
600 pg/mL (El) en MeOH

\4

Agitar 10 seg.

\4
s N

250 pL de Hexansulfonato
de sodio 20 mM pH 4

\4

Agitar 20 seg.

\4

Centrifugar 15000 rpm 15’

\4

Inyectar 50 pL

Figura 6. Diagrama de flujo del procesamiento de la muestra

62



III. PARTE EXPERIMENTAL

@ 3.4 VALIDACION DEL METODO ANALITICO
El método analitico desarrollado se valid6 siguiendo algunas de las indicaciones de la
Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998 ©”) |a cual contiene los siguientes
parametros:
e Linealidad
e Precision
>Repetibilidad
>Reproducibilidad
e Exactitud
e Recobro absoluto
o Especificidad
e Limite de deteccion
e Limite de cuantificacion
o Estabilidad
>Condiciones de Almacenamiento
>Ciclos de congelacién-descongelacion

>Muestra procesada

En cada corrida analitica se realizé una curva de calibracién en orina (seccion 3.2.3)
preparada el mismo dia de andlisis. Para cada determinacién se calculé la relaciéon de
areas del analito de interés y el estandar interno (Casiopeina Il-gly/Guaifenesina),

posteriormente se grafico la relacion de areas contra la concentracion.
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Se calcul6 la pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el coeficiente de correlacion (r).
La ecuacién de la recta obtenida se utiliz6 para el calculo de la concentracién
recuperada de cada una de las muestras, interpolando los valores de la relacion de

areas en la curva de calibracion.

@ 3.4.1 Intervalo de trabajo
Se basé en un estudio en plasma realizado anteriormente ©®®, ajustandolo a la matriz

biolégica utilizada, que en este caso fue orina.

@ 3.4.2 Linealidad del sistema.
La evaluacién de estos parametros consistié en preparar dos curvas de calibracién en
solucion de fase mévil en el intervalo de trabajo de 5 a 50 ug/mL Se determiné el
coeficiente de correlaciéon (r), pendiente (m), ordenada al origen (b) y coeficiente de
variacion (CV%) del factor de respuesta (Area de Casiopeina ligly / Concentracion).
Criterio de aceptacion. El sistema es lineal en el rango de concentraciones establecido

si el coeficiente de correlacién (r) es igual o mayor a 0.99.

@ 3.4.3 Linealidad del método
Para determinar la linealidad del método se prepararon tres curvas de calibracion en
orina en el intervalo de concentracion 5 a 50 ug/mL (de acuerdo al procedimiento en la
seccién 3.2.3). Se graficé la relacion de areas de Casiopeina ll-gly/ Guaifenesina contra

la concentracion (ug/mL). Se determiné el coeficiente de correlacion (r), pendiente (m),

y ordenada al origen (b).
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Criterio de aceptacion. El método es lineal en el rango de concentraciones establecido

si el coeficiente de correlacién (r) es igual o mayor a 0.99.

@ 3.4.4 Precision del Método
La precisién del método se evalud con la repetibilidad y reproducibilidad del método.

% Repetibilidad
La repetibilidad del método se evalué en un mismo dia analizando por quintuplicado por
un mismo analista tres niveles de concentracién conocidas: baja, media y alta de
Casiopeina ll-gly en orina (8, 20 y 45 pg/mL, seccién 3.2.4). De cada una de las
determinaciones se calcul6é la concentracion obtenida o recuperada. Se determiné el
promedio (x), la desviacion estandar (DE) y el coeficiente de variacion (CV%) para cada
nivel de concentracién. El coeficiente de variacién se obtuvo mediante la siguiente

formula:

% CV = Desviacion estdandar X 100
Promedio

Criterio de aceptacion. La repetibilidad se acepta si el coeficiente de variaciéon (CV%)
en cada nivel de concentracion es menor o igual al 15%.

% Reproducibilidad
La reproducibilidad del método se evalué analizando por duplicado durante tres dias
diferentes, por el mismo analista tres niveles de concentracién conocidas: baja, media y
alta de Casiopeina ll-gly en orina (8, 20 y 45 ug/mL, seccién 3.2.4). Para el dia 1, se

eligieron dos resultados de los datos de repetibilidad para cada concentracion.
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Se determiné la cantidad obtenida o recuperada promedio (x), la desviacién estandar
(DE) y el coeficiente de variacion (CV%) utilizando los datos de los tres dias.

Criterio de aceptacion. La reproducibilidad del método se acepta si el coeficiente de
variacién (CV%) en cada nivel de concentracién durante los tres dias es menor o igual

al 15%.

@ 3.4.5 Exactitud
La exactitud del método se evalubé, tomando los datos de la repetibilidad y
reproducibilidad. Tomando en cuenta que para la exactitud se requiere de tres niveles

de concentracién preparados por quintuplicado en orina. Se determina el porcentaje de

Porcentaje de desviacion absoluta = concentracién nominal - concentracion recuperada X 100
Concentracién nominal

desviacion absoluta de los datos:

Donde: Concentracion nominal = valor teérico, en este caso puede ser 8, 20 0 45 ug/mL
Concentracion recuperada= valor obtenido experimentalmente

Criterio de aceptacion. EI método es exacto si el valor promedio del porcentaje de

desviacion absoluta de cada nivel de concentracion es +15 %.
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@ 3.4.6 Recuperacion Absoluta

La recuperacién absoluta, se evalué analizando tres niveles de concentracién: baja,
media y alta por triplicado de la Casiopeina ll-gly en orina y en solucién de fase mévil,
de acuerdo a los puntos control mostrados en la seccién 3.2.4.

Para cada una de las muestras (en solucién y orina) se calculdé la concentracién
experimental obtenida mediante una curva de calibracién y se determiné el porcentaje
de recobro de cada nivel de concentracion comparando el promedio de la respuesta
obtenida en orina con respecto a la obtenida en solucién a la misma concentracién. La

féormula utilizada fue:

% Recobro Absoluto: Respuesta de muestra en orina X 100

Respuesta de la solucién en fase movil

Criterio de aceptacion. El porcentaje de recobro absoluto no necesariamente sera del

100%, pero si debe ser reproducible en todo el intervalo de concentraciones analizadas.

@ 3.4.7 Selectividad del Método.

Para evaluar la selectividad del método se analizaron las siguientes muestras:

» Muestras blanco de orina obtenidas de seis 0 mas ratas macho Wistar
» Muestra blanco de orina adicionada de estandar interno (150 pg/mL).
» Muestra de orina adicionada del Estandar Interno (150 pg/mL) y de Casiopeina ll-gly

(50 pg/mL).
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Adicionalmente, se evalud el método contra posibles interferencias por metabolitos o

productos importantes de degradacion. Los compuestos analizados fueron:

* Productos de Degradacion:
» 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina (50 pg/mL)

» [Cu(glicina)2] (50 pg/mL)

=  Posible metabolito

» [Fe(4,7-dimetil-1,10 fenantrolina)s] SO4 (50 pg/mL)

Los anteriores analitos fueron realizados tomando 500 plL de las soluciones x., xii y Xiv
respectivamente (seccion 3.2.1) y procesandolos de acuerdo al tratamiento establecido

(seccion 3.3.4).

Criterio de aceptacion: El método es selectivo si no se presentan interferencias en el

tiempo de retencién de los analitos de interés y el estandar interno.

@ 3.4.8 Limite de deteccion
El limite de deteccidn, se evalud preparando muestras de blanco de orina, en el cual la

senal de la Casiopeina llgly debe superar al ruido por lo menos tres veces.

68



III. PARTE EXPERIMENTAL

@ 3.4.9 Limite de cuantificacion.
El limite de deteccién se evalu6 considerando el siguiente criterio:
Se analiz6 por quintuplicado muestras en orina con la concentracién mas baja del rango
(5 pg/mL) de Casiopeina ligly en orina. Se calculé el coeficiente de variacion (%CV) y el

porcentaje de desviacién absoluta (%DEA).

Criterio de aceptacion. Se considera que el punto tiene validez como limite de
cuantificacion si su valor promedio cae dentro del + 20 % del valor nominal y si el

coeficiente de variacion no es mayor al 20 %.

@ 3.4.10 Estabilidad de la muestra
Por medio de las pruebas de estabilidad se determinan las condiciones a las cuales la
Casiopeina ll-gly permanece estable, durante su almacenamiento o proceso.
Para cada una de las pruebas de estabilidad se calculé la concentracién recuperada,
esto se realiz6 interpolando la relaciéon de areas en la curva de calibracion preparada en

cada dia de analisis.

Criterio de aceptacion. Se consideran estables en las diferentes condiciones evaluadas,
si el porcentaje de desviacidén absoluta se encuentra dentro del £15% del valor nominal

de concentraciones.
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% Estabilidad de la muestra a -20°C durante 3 y 7 dias en condiciones de
almacenamiento.

Se prepararon tres niveles de concentraciéon: baja, media y alta (8,20 y 45 pug/mL) de

Casiopeina ll-gly en orina, por duplicado. Se congelaron a —20°C y se analizaron

muestras en los tiempos: 3 dias y 7 dias de congelacion.

% Ciclos de Congelacion-Descongelacion
Se analizaron dos ciclos de congelacién-descongelacién, en tres niveles de
concentracion: baja, media y alta (8,20 y 45 ug/mL) de Casiopeina ll-gly en orina por
duplicado, se realizaron dos series. Con una serie se prepararon las muestras y se
congelaron a —20°C por 24 horas, tiempo después del cual se descongelan a
Temperatura ambiente, ya descongeladas, se congelan nuevamente por 24 horas,
después de lo cual se procesan e inyectan. La otra serie sirvi6 como referencia, ésta fue
congelada durante todo el tiempo en que se realizaron los ciclos de congelacion-
descongelacién de la otra serie, y ambas series fueron analizadas conjuntamente.

+ Estabilidad de la muestra procesada
Se prepararon por triplicado los puntos control en tres niveles de concentracién, bajo,
medio y alto (8,20 y 45 ug/mL, seccion 3.2.4). Se realizaron dos series. Se procesaron
las muestras de ambas series, una de las series se inyecté en el cromatografo
inmediatamente (cero horas). La otra serie se mantuvo en el automuestreador durante

16 horas a temperatura ambiente y transcurrido ese tiempo se inyectd en el

cromatografo. Las muestras de las 16 horas se compararon con las de cero horas.
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@ 3.5 FARMACOCINETICA PRECLINICA EN RATAS MACHO WISTAR.
El estudio farmacocinético fue llevado a cabo con 15 ratas Wistar (macho, peso 450 g +

20). Las ratas utilizadas se dividieron en tres grupos:

GRUPOS DE
ESTUDIO DE
RATAS MACHO
WISTAR

Casiopeina ll-gly

4, 7-dirmetil-1,10- 551
fenantrolina CONTROL
DOS15 1.83 modky
2 RATAS 2 RATAS

DOSIS 3.91 mgfkg
11 RATAS

Figura 7. Estudio farmacocinético preclinico en ratas

Antes de la administracion, se les retird el alimento a las ratas por 12 horas, pero les fue
permitido el acceso al agua ad libitum durante todo el periodo del experimento. A todos
los animales se les di6 alimento cuatro horas después de la administracién del bolo
intravenoso en la cola. La Casiopeina ll-gly fue administrada en dosis de 3.91 mg/kg,
mientras que la 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina en 1.83 mg/kg, utilizando las soluciones xv
y xvii respectivamente. Las Muestras de orina fueron recolectadas en tubos de vidrio en
diferentes periodos de tiempo (0-1,1-2 ,2-3 ,3-4, 4-7, 7-11, 11-23, 23-30, 30-48, 48-80
horas). Las muestras fueron congeladas hasta su analisis. Se procesaron segun el

método establecido (Fig.6).
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@ 4.1 DESARROLLO DEL METODO CROMATOGRAFICO
i1 4.1.1 Eleccion de las Condiciones Cromatograficas
Los criterios para elegir las condiciones cromatograficas (seccién 3.3.1), se aceptaron
debido a que se encontro en tres curvas de calibracién, como promedio los siguientes
parametros:
Tabla 5. Parametros obtenidos para optimizacidon de condiciones

cromatograficas.

Parametro Resultado Criterio Dictamen
Tiempo de Guaifgnes,ina 6.7 minutos Llcs)l:: (Ijae ér;[:igf)reiggeslzy .
. Casiopeina ll-gly 11.8 Cumplié

retencion . encuentre entre 8y 12
minutos )
minutos.

Resolucién 3.05 Mayor o igual a 2 Cumplié
Factor de coleo 0.556 Menor o igual a 2 Cumplié
Eficiencia 6024 platos tedricos Superior a 3000 platos Cumplié

teoricos.
a) Fase estacionaria (Columna): La columna Phenomenex Luna 5uC18(2) 1002

250x4.6mm utilizada mostré buenos resultados para la Casiopeina ll-gly y el
Estandar Interno.

b) Fase MOovil: Se manipularon las proporciones hasta lograr separar la Casiopeina
de los compuestos enddgenos de la orina y del frente de disolvente. Se eligio la
proporcion:

55 % EDTA 2mM/Hexansulfonato de sodio 5 mM (pH3.5)
45% Metanol HPLC

c) Flujo, volumen de inyeccion y longitud de onda de deteccién: Los tres

parametros resultaron adecuados para el método: 1 mL/min, 50 L y 273 nm

d) Temperatura: 25 °C.
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¥ 4.1.2 Seleccion De Estandar Interno (El)
La mayoria de los estandares probados se presentaron en un tiempo de retencién
menor a 5 minutos por lo que interferian con el frente de la orina en la sefal
cromatografica, la Casiopeina lllia se obtuvo en un tiempo de retencion de 20 minutos,
por lo que no fue adecuada para una corrida cromatografica. El estandar que se logré
separar de componentes enddgenos de la orina y de la Casiopeina ligly fue la
Guaifenesina presentandose en el tiempo de 6.7 minutos. La Concentracion de la
Guaifenesina se estableci6 en base a la respuesta cromatogréafica (area), la cual
deberia corresponder a la mitad del punto mas alto de la curva estandar en orina, lo
cual se obtuvo con una concentracion de 150 ug/mL de Guaifenesina en la muestra. Se
realiz6 un espectro de absorcion para la Guaifenesina presentando uno de sus

maximos de absorcién en 273 nm.

CH, CH,

o || O3S
O\)\/OH NOy
QOCHS /CU\

H,N O o
Guaifenesina \ : Casiopeina ll-gly|
@)

Figura 8. Estandar Interno (Guaifenesina) y Casiopeina lI-gly
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@ 4.2 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

i 4.2.1 Linealidad del Sistema
El sistema mostré6 ser lineal (Fig. 9, Tabla 6) en el rango de concentraciones 5-50 pg/mL
para la Casiopeina llgly en fase movil; encontrando que el coeficiente de correlacion (r)

fue mayor a 0.99. Se encontr6 un %CV del factor de respuesta del 4.7%

Tabla 6. Linealidad del sistema para la cuantificacion de Casiopeina ll-gly.

ncentracion
%Zs?oe etl'ﬁ; (I)I— Curva 1 | Curva 2 Factor de respuesta=
P Area/concentracion

gly(ug/mL)
5 1457.66 || 1499.66
15 4418.49 | 4526.45
25 8104.42 || 8260.07
35 11304.80}|11495.80
50 15066.40]) 15386.80

Media (n=10) 310.29
DE (n=10) 14.74
% CV (n=10)

Ecuacion promedio: y= 311.16 x — 62.01
CURVA DE CALIBRACION SISTEMA

18000 -
100004 CURVA2
140001+ _ 314.1x + 67.165
o 120007 R? = 0.9956
S 10000 -
< 8000 | CURVA1
6000 - y = 308.21x + 56.85
4000 - R’ = 0.9950
2000 -
0 . . : : : .
0 10 20 30 40 50 60
Concentracién [pug/mL]
A CURVA 1 [ CURVA 2 Lineal (CURVA 1) —- — - - Lineal (CURVA 2)

Figura 9. Grafica de Linealidad del Sistema para Casiopeina Il gly
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4.2.2 Linealidad del método
El Método mostré ser lineal (Fig. 10, Tabla 7) en el rango de concentraciones 5-50
ug/mL para Casiopeina Il gly en orina; debido a que el coeficiente de correlacion (r) fue
mayor a 0.99. Los resultados fueron:

Tabla 7. Linealidad del método analitico para la cuantificacion de Casiopeina ll-gly

Concentraciéon Casiopeina
-gly(pg/mL)
5
15
25

35

Ecuacion promedio: y = 0.0379 x + 0.0087

CURVA DE CALIBRACION ORINA
2.0 -

1.8 -
1.6 1
1.4 -
1.2 1
1.0 -
0.8 -
0.6
0.4 -
0.2 1

0-0 L] L] L] L] L] L]
0 10 20 30 40 50 60
Concentracion [ug/mL]

y = 0.0375x - 0.0111
2 = 0.9989

Relacion de Areas
(Casiopeinallgly/Guaifenesina)

Figura 10. Grafica de Linealidad del Método para Casiopeina Il gly
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4.2.3 Precision del Método
Las siguientes tablas muestran los resultados obtenidos para precision:
% Repetibilidad

Tabla 8. Repetibilidad del método para la cuantificacion de Casiopeina llI-gly

Punto control bajo || Punto control medio Punto control alto
8ug/mL 20pg/mL 45ug/mL
Concentracién Concentracion Concentracién
recuperada recuperada recuperada

Replica 1
Replica 2
Replica 3
Replica 4
Replica 5

Promedio
DE
CV%

% Reproducibilidad
Tabla 9. Reproducibilidad del método para la cuantificacion de Casiopeina ll-gly

Punto control bajo Punto control medio Punto control alto
8ug/mL 20ug/mL 45ug/mL

Dia No. replica Concentracién Concentracién Concentracién
- 1ep recuperada recuperada recuperada
1 Replica 1 8.58 15.45 37.10
Replica 2 8.74 18.61 35.66
5 Replica 1 9.98 20.34 46.88
Replica 2 10.29 20.24 50.12
3 Replica 1 9.28 19.79 43.19
Replica 2 7.40 16.31 44.62
Promedio

DE
CV%
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M 4.2.4 Exactitud
La siguiente tabla muestra los resultados obtenidos para la exactitud del método:

Tabla 10. Exactitud del método para la cuantificacion de Casiopeina ll-gly

Punto control Punto control Punto control
bajo 8ug/mL medio 20ug/mL alto 45ug/mL

.7 e o .7
Concentracién Concentracion 7DEA Concentracion
recuperada recuperada recuperada

Replica 1
Replica 2
Replica 3

Replica 4
Replica 5
Replica 6
Replica 7
Replica 8
Replica 9

13.72 17.09 15.18 39.82 14.96

Replica 1-5: Datos de Repetibilidad, Replica 6-9: Datos de Reproducibilidad

& 4.2.5 Recuperacion Absoluta
Para la cantidad recuperada de Casiopeina ll-gly, el porcentaje de recobro estuvo

alrededor del 100 %, como lo muestra la siguiente tabla:

Tabla 11. Recobro absoluto de Casiopeina lI-gly en tres niveles de concentracion

Punto control bajo Punto control medio Punto control alto
8ug/mL 20ug/mL 45ug/mL
SOLUCION §| ORINA J SOLUCION ORINA [ SOLUCION ji ORINA

Replica 1 20.0363
Replica 2 19.3742
Replica 3 20.6269

Promedio 7.96 8.63 20.0125 18.04 42.98 37.61
DE 0.31 1.55 0.6267 2.47 1.11 6.48

% RECOBRO 108.48 87.52
Promedio 95.38%
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¥ 4.2.6 Selectividad del Método.

Las figuras 11-13 muestras los cromatogramas correspondientes para selectividad a componentes de la orina y al EI.

g - Figura 11.
g = Cromatograma de
= 2 Blanco de orina
3 2
e 8
i =
2 3
E =
£ -
= 2
=
E
i E
Ea = .
= = Figura 12.
3w % Cromatograma de
e g Orina adicionada de
e K Guaifenesina (El)
i)
™
=
g
k=
'—
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|

Casiopeina llgly 50 po/mL

Figura 13.
Cromatograma
de Orina
adicionada con
Casiopeina Il-
glyy
Guaifenesina.

|

Guaifenesina 150 pg/mL

Figura 14.
Cromatograma
de Casiopeina

ligly 3 pg/mL

Guaifenesina 130 pg/mlL

1823 o Casiopeina ligly
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Los siguientes Cromatogramas muestran los posibles productos de desintegracion o metabolitos de la Casiopeina Il-gly:

11.773

6. 786

Figura 15.
Cromatograma de
Orina adicionada con
4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina y El

Guaifenesina 150 pg/mL

4 T-dimetil-1,10-fenantrolina 50 pg/mL

11.843

Figura 16.
Cromatograma de
Orina adicionada con
[Fe (4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina);] SO4 y
El

Guaifenesina
130 pg/mL

[Fe{4,7-dimetil-1, 10-fenantrolina)3] S04 50 pg/mL
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1 4.2.7 Limite de deteccion

El limite de deteccién se estim6 en 3 pg/mL

& 4.2.8 Limite de cuantificacion.
Se calcul6 el coeficiente de variacion y el porcentaje de desviacion absoluta para el
limite de cuantificacion de 5 pug/mL obteniéndose lo mostrado en la siguiente tabla:

Tabla 12. Limite de Cuantificacion de Casiopeina ll-gly

5 ug/mL ., L,

HY .. Concentracién % Desviacion

Concentracion recuperada Absoluta
nominal P

Replica 1
Replica 2
Replica 3

Replica 4
Replica 5

Promedio
DE

CV%
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1 4.2.9 Estabilidad de la muestra
Los resultados de estabilidad se muestran en las tablas 13 a 16:

«+» Estabilidad de la muestra en condiciones de almacenamiento.

Tabla 13. Estabilidad de la muestra en congelacion por 3 dias.

Tiempo en congelacion (-20°) Cecrgn?r%rlas o
o

Concenj[ramon Concentracion Concentracion Desviacién
nominal . encontrada encontrada
Casiopeina

_ Promedlo

Replica Casiopeina Il gly || Casiopeina Il gly [| absoluta

g/mL

Promedlo

Promedio

Tabla 14. Estabilidad de la muestra en congelacion por una 7 dias.

. . Cero horas
Tiempo en congelacién (-20°) Una semana o
control Yo

Concentracién Concentracién Concentracion | Desviacion
nominal . encontrada encontrada
o Replica L o
Casmpema Casiopeina ll gly J| Casiopeina Il gly

-M

absoluta

-M
45 2
Promedio
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« Estabilidad de la muestra durante Ciclos de Congelacién-Descongelacién

Tabla 15. Estabilidad de Casiopeina llI-gly durante dos ciclos de congelacion-descongelacion

Congelacion Dos ciclos
Ciclos de Cong-Descong || por 72 hr sin congelacion- %
D ngelar ngelacion S
escongela descongelacio Desviacion
Concentracioén Concentraciéon || Concentracién absoluta

encontrada encontrada (conc refer
Casiopeina Il J| Casiopeina ll 72 hr)

nominal
Casiopel'na

-M
-M

45 2
Promedio

+ Estabilidad de la muestra procesada

Replica

Tabla 16. Estabilidad de la muestra procesada

%

Concentracion Concentracién Concentracién Desviacién

nominal . encontrada encontrada
Casiopel'na Casiopeina Il Casiopeina Il absoluta

-M
-M
45 2

Promedio
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@ 4.3 DISCUSION DE LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO

La Validacién nos indicé que el Método Analitico demostrd ser un procedimiento que
cumplié con los requisitos para la aplicacion analitica que se deseaba.

Se logré una separacion satisfactoria de Casiopeina llI-gly de componentes enddégenos
de la orina de rata y del Estandar Interno. El tiempo de retencién para la Casiopeina Il-
gly fue de 11.8 y de Guaifenesina 6.7 minutos. Los probables compuestos de
descomposicion son 4,7-dm-1,10-fen y Cobre-Glicina, ambos fueron analizados
encontrandose que la primera presenta tiempo de retencién en 11.8 min, mientras que
Cu-gly no presenté ninguna sefial a la longitud de onda utilizada. Se sabe que existe un

(") formandose el

probable intercambio in vivo de Cobre por Fierro (ll) en la molécula
compuesto [Fe (N-N)s] 2%, por lo que se analizé el compuesto [Fe (fen)s] SO, el cual
presentd tiempo de retencién en 11.7 minutos. Asi que si existe cambio en la molécula

el compuesto podria ser Casiopeina o el compuesto mencionado, ya que no se

diferencian en su separacion.

La linealidad del Sistema fue aceptable obteniéndose r= 0.9977 con la ecuacién y =
311.16 x — 62.01. Se encontré un %CV del factor de respuesta de 4.7%, lo cual
indicaria que no cumple el sistema con la precisidn; sin embargo, la Norma 177 no lo
exige, por lo tanto Unicamente se toma en cuenta el resultado de la linealidad y

precision del método.

85



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

La linealidad del método fue evaluado con curvas de calibracién realizadas en orina de
rata en el rango de 5-50 pg/mL. Una buena relacion lineal fue encontrada con la
siguiente ecuacion y=0.0379x + 0.0087 (r = 0.9989).

El limite de Deteccion fue 3ug/mL (Fig. 14), concentracion en la cual la senal de la
Casiopeina ligly es tres veces la sefal de ruido. El limite de Cuantificacion fue de 5

ug/mL, el cual presenté un %CV=4.12 y % DEA= 16.87%.

La precision se evaluo en tres niveles de concentracion obteniendo un % CV para
repetibilidad de 10.69, 11.99 y 4.68 y para reproducibilidad de 11.60, 11.41 y 13.06
%CV, obteniéndose para ambas un %CV menor al 15 por ciento por lo que el método

se considera preciso y exacto.

El Recobro fue determinado comparando tres niveles de concentracion (n=3 por cada
nivel) en orina y en fase movil, procesandolos de la misma manera, se encontré un
Y%Recobro absoluto promedio de 95.38%.

La estabilidad de la muestra di6 como resultado que es estable en orina congelada por
3 dias, y después de su procesamiento por al menos 16 horas con un porcentaje de
coeficiente de variacion menor al 15%. No es estable a congelacion por 7 dias o0 mas, ni
a dos ciclos de congelacion descongelacion, ya que en ellas se encuentra un %CV por
encima del 15 %

El método fue consistente segun la Norma 177 por lo que se utilizé6 en el estudio

preclinico de farmacocinética.
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@ 4.4 FARMACOCINETICA PRECLINICA EN RATAS MACHO WISTAR

Después de realizar la administracion intravenosa de la Casiopeina ll-gly y la 4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina en las ratas, no se logré detectar ninguno de los compuestos

con el Método Analitico ya validado.

Durante el analisis de las muestras de orina, se observd una sefal entre los 9.5y 10
minutos como tiempo de retencion (Fig. 18 y 19). Dicha senal se presenté en 7 de las
ratas administradas con Casiopeina ll-gly y 1 rata administrada con 4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina.

Se observd aumento de area de dicha sefal entre las 11 y 30 horas después de la
administracion (con mayor frecuencia en el intervalo de 23 a 30 horas de muestreo). La
disminucion del area se observo en la mayoria (63 %ratas con Casiopeina ligly) a las
48 horas, mientras que en la muestra de la rata administrada con 4,7-dimetil-1,10-

fenantrolina siguié6 aumentando hasta las 80 horas.

Cabe senalar que se observé un cambio de coloracién en la orina de las ratas (Fig. 20).
En las ratas administradas con 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina, la coloracién de la orina
fue rosado-naranja en las dos primeras horas de muestreo. En cuatro ratas
administradas con Casiopeina ll-gly se observé la coloracion rosado-naranja pero

menos intensa que para la 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina.
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En seis de las ratas administradas con Casiopeina IlI-gly se observé una coloracién vino
intenso, la cual se presentd entre las 23 y 30 horas, desapareciendo para 5 de ellas a
las 48 horas y para una rata hasta las 80 horas.

Durante la eliminacion de orina con dicha coloracion, el estado de las ratas se observo
deteriorado, ya que se observaron sintomas tales como debilidad, falta de movimiento,

y respiracion agitada, mejorandose al desaparecer la coloracién vino.

A una muestra de orina de rata de coloracion vino correspondiente al intervalo de

tiempo 23 a 30 horas, se realiz6 un urianalisis en el cual se reporta:

Tabla 17. Resultados de Urianalisis (Rata administrada con Casiopeina 23-30 horas)

Realizado en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(Departamento de Patologia, seccion Patologia clinica)

Examen Fisico Examen Microscépico

Apariencia: Turbio 3+ Eritrocitos 0-1 / campo

Color :  Vino tinto

pH : 8.0 No hubo presencia de leucocitos,
Densidad 1.048 ningun tipo de célula epitelial.

Examen Quimico . )
Cilindros: Granular fino escasos

Proteinas: 5g/L Cristeles: Estruvita 2+
Cetonas (=)

Glucosa 0 mmol/L k| ipidos Escasos
Bilirrubina  (-)

Urobilinégeno 0

Sangre 0 eri./pL

Hemoglobina (+)
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£.522

Guaifenesina
150 pg/mL

Figura 17.
Cromatograma
de una muestra
de orina de rata

Control
g £ 3 Figura 18.
= i S
£ E : Cromatograma
53 & de una muestra
a2 = de orina de rata
& administrada
§ con Casiopeina
= ligly (tiempo
48-80 hr)
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6.523

Guaifenesina

150 pgfmL

10.060

Senal desconocida

Figura 19.
Cromatograma de
una muestra de
orina de rata
administrada con
4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina
(tiempo 48-80 hr)

Figura 20. Coloracion de orina de ratas A) Control, B) 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina (1-2 hr) y C) Casiopeina ligly (23-30 hr)
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@ 4.5 DISCUSION DEL ESTUDIO PRECLINICO EN RATAS

No se detecté ni Casiopeina IlI-gly ni 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina en las muestras de
orina, motivo Por el cual no se lograron obtener los datos farmacocinéticos. De esta
forma, la hipbtesis propuesta es rechazada. A pesar de ello, se obtuvieron datos muy
importantes que pueden contribuir a entender el comportamiento Biofarmaceéutico de la

Casiopeina Il-gly.

La senal observada al tiempo de retencién aproximado de 10 minutos (Fig. 18 y 19) nos
podria estar indicando la presencia de un metabolito, dicho metabolito se estaria
presentando aproximadamente a las 30 horas después de la administracién de

Casiopeina ll-gly y 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina..

Un aspecto de interés fue la coloracién de la orina ya que en ambos compuestos se
observé una coloraciéon rosado-naranja en los primeros tiempos de muestreo, lo cual
estaria planteando que posiblemente dicha coloraciéon es debida a la 4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina y este hecho estaria abriendo mas la posibilidad de que la 4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina pudiera estar interaccionando con el Fierro del organismo 7)) Ademas la
coloracion vino estaria siendo desarrollada probablemente debido a la presencia del

cobre en la molécula.
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El urianalisis (Tabla 17) nos revel6 que no se presenta sangre en orina, sin embargo se

reporta Hemoglobina positiva, lo cual nos podria hablar de una hemoglobinuria.

En ocasiones la presencia de sangre en orina da resultados positivos en pruebas
bioquimicas para hemoglobina, debido a que los eritrocitos pueden ser lisados en la
orina.

Lo anterior nos puede indicar que la coloracién vino es debida al cobre, ya que el cobre
al entrar a la circulaciéon sanguinea, dafa la membrana de los eritrocitos causando la

r“9 |a cual puede resultar en

liberacion de hemoglobina por hemdlisis intravascula
hemoglobinuria, y por ello presentar una orina de color rojo o vino oscuro por la

presencia de hemoglobina en la orina.

El urianalisis también indic6 una posible elevacién de proteinas, posiblemente debido a
la presencia de hemoglobina.

Se sugiere realizar un estudio mas completo de la posible crisis hemolitica debida a la
Casiopeina, para determinar si efectivamente se trata de hematuria y/o hemoglobinuria,

ya que si es el caso podria indicar la presencia de una insuficiencia renal.

Lo anterior expuesto, nos podria estar indicando que probablemente la Casiopeina Il-
gly se metaboliza o se distribuye en otros tejidos. Se puede considerar también que
exista otra via de excrecion, ya que se sabe que la excrecion del cobre es

principalmente via biliar (80%) para excretarse por heces ), ademas de que su

excrecion por orina Eodrl'a ser muy ba'|a.
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Otra razén, podria ser que al unirse a proteinas la Casiopeina llI-gly se presente en
plasma unida a ellas y no se libere rapidamente, pudiendo excretarse en un tiempo

prologado.

En la solucién de Casiopeina ll-gly administrada a las ratas, se observd precipitacion,
por lo que para evitarla se recomienda una agitacién constante de la solucion y se

sugiere hacer la administracion en solucién glucosada, ya que es mas estable en ella.

(14)
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5. CONCLUSIONES

@ 5.1 CONCLUSIONES

Se logré validar un método, el cual provee una eficiente extraccién de la Casiopeina Il-
gly de la orina. El Método fue lineal con r =2 0.99 en el intervalo de 5 a 50 pg/mL, fue
preciso y exacto con CV% < 15%, el recobro fue reproducible y constante obteniéndose
en promedio un 95.38%, presenta un Limite de Deteccion de 3 ug/mL y Limite de
Cuantificacién de 5 ug/mL. Es estable en congelacion (-20°C) por 3 dias y 16 horas
después de procesarla en el automuestreador.

Por lo que se considero6 usarlo en el estudio preclinico.

El estudio preclinico realizado, muestra que probablemente la Casiopeina Il-gly se

metaboliza o se distribuye en otros tejidos. Otra posibilidad es que la via de excrecidn

sea distinta, por ejemplo por heces.
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@ 5.2 PERSPECTIVAS
Las perspectivas que se proponen para seguir el proyecto de Casiopeina llI-gly en

estudios preclinicos son:

i Desarrollar un Método Analitico con menor Limite de Cuantificacion (incluso en
nanogramos), para de esta manera detectar Casiopeina ll-gly en muy bajas

concentraciones.

i Conocer el comportamiento del Cobre de la Casiopeina en el organismo, para

determinar cémo contribuye este en la toxicidad y eliminacion de la Casiopeina

ll-gly, utilizando técnicas tales como Absorcién atomica, Cromatografia de

intercambio l6nico o Espectrometria de Masas.

i Busqueda de posibles metabolitos

1 Andlisis de Casiopeina ligly en heces fecales

i Estudio de la posible crisis hemolitica causada por el cobre presente en la

Casiopeina ll-gly.
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