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Introduccidén

1.1 Introduccion.

El proyecto de Casiopeinas® ha sido desarrollado por la doctora Lena Ruiz
Azuara, en la Facultad de Quimica UNAM, con el apoyo de un grupo
interdisciplinario que tiene como objetivo principal analizar la actividad
antineoplasica de esta familia de compuestos que fueron sintetizados a la luz
del conocimiento de cis-platino.

El conjunto de resultados llevard al desarrollo de una alternativa terapéutica para
el cancer, enfermedad que ha incrementado su presencia en la sociedad
mexicana en los ultimos afios. Actualmente las Casiopeinas® se encuentran en
una fase de evaluacion preclinica.

El subgrupo de Biofarmacia, con su coordinadora Dra. Inés Fuentes Noriega,
tiene como tarea desarrollar métodos que permitan evaluar la farmacocinética
de dicha familia de compuestos para lo cual se requieren métodos analiticos
validados.

Dentro de los experimentos ya realizados han desarrollado métodos para la
cuantificacion de Casiopeina lllia y Casiopeina Il gly en diferentes fluidos
biologicos. En lo que se refiere a los métodos desarrollados para la cuantificacion
de Casiopeina lllia en orina por HPLC se han presentado problemas; ya que se
observan sefales intensas, que corresponden a los elementos endbégenos de la
orina, que interfieren directamente con la sefial de la Casiopeina lllia.

De aqui la necesidad de encontrar un mejor método de extraccion para obtener
muestras limpias que permitan un mejor analisis.

Ya que la preparacion de las muestras es una etapa decisiva en el andlisis en la
determinacién de cantidades muy pequefias del analito.

La extraccion en fase soélida es una de las modalidades mas usadas en la
actualidad para el tratamiento de las muestras. Consiste en una extraccion
liquido- sélido a través de un cartucho mediante mecanismos sorcién-desorcion

de los analitos en la superficie del material activo de los cartuchos.




Introduccidén

El desarrollo y validacion de métodos analiticos se requiere para establecer
evidencia documentada, para garantizar que un método analitico es lineal,
exacto, preciso, reproducible y especifico, en el intervalo en que el compuesto
sera analizado.

En el presente trabajo se logré encontrar las condiciones éptimas para el método
de extraccién Casiopeina lllia en orina de rata por SPE (Extraccion Fase Sdlida)
asi como las condiciones cromatograficas adecuadas para el analisis de las

muestras

Se validé el método dando como resultado un método: lineal (r*=0.99) en el
intervalo de 3 a 30 ug/mL con un limite de deteccion de 3 pg/ mL, preciso, exacto
y reproducible con un coeficiente de variacion menor al 15% .El porcentaje de

recobro promedio de 93.42 %.

El método se aplicd en un estudio preliminar de farmacocinética en orina de rata,
en donde se utilizaron 2 ratas como control y 3 ratas a las que se les administrd
Casiopeina lllia via intravenosa. Con el cual no se logro cuantificar la

Casiopeina lllia en orina.

1.2 Objetivos.

* Desarrollar y optimizar un método cromatografico para el analisis de
Casiopeina lllia.

e Desarrollar, optimizar y validar un método de extraccion por SPE
(Extraccion Fase Solida) que permita obtener una mejor respuesta en la
determinacién de Casiopeina lllia en orina analizada por HPLC.

* Comprobar la efectividad del método en el analisis de muestras in vivo con

un ensayo preliminar.
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2.1 Proceso de investigacion de nuevos farmacos. )
El proceso de investigacion de nuevos farmacos tiene como objetivo asegurar
gue la poblacion tenga acceso a farmacos seguros y eficaces. El proceso de
investigacion es costoso complicado y lento, ademas de no ofrecer garantias de
ser favorable. En realidad se sintetizan cientos de compuestos quimicos hasta
encontrar uno que produzca el resultado favorable.

/ Estudos fase il

Esudioz faze llEfcacs

Ecnaot face | Porfl farmacologico

Estudios precinicos. Catos de moleculas

Figura 2.1 Etapas del desarrollo de un nuevo farmaco.

2.1.1 Estudios Preclinicos.
En el estudio preclinico se debe obtener informacién sobre el comportamiento del

farmaco que asegure su uso en estudios clinicos iniciales.

Se evalla:

* Efectos tdéxicos a través de pruebas in vivo como in vitro. Toxicidad aguda
al menos dos especies diferentes ademas de toxicidad a corto plazo.
Toxicidad de los metabolitos.
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* Efectos farmacoldgicos a través de pruebas in vivo como in vitro.
* Efectos genotoxicos a través de pruebas in vivo como in vitro.
* Farmacocinética: estudios de absorcion y metabolismo ademas de la

velocidad de excrecién tanto del farmaco como de los metabolitos.

2.1.1.1 Fase |

Es la introduccion de un nuevo farmaco es seres humanos por lo general se
administra a voluntarios sanos; estos estudios son vigilados rigurosamente. Esta
fase tiene como propdsito determinar efectos metabdlicos, farmacologicos y
colaterales, estos ultimos relacionados con dosis mayores, ademas de pruebas

de eficacia.

En esta etapa se debe conseguir informacion en los efectos farmacocinéticos y
farmacolégicos del farmaco para permitir el planteamiento de estudios bien

controlados y cientificamente validos.

2.1.1.2 Fase ll

Fase Il son estudios controlados ; esta etapa tiene como objetivo conseguir datos
preliminares sobre la eficacia del farmaco e indicaciones especificas de pacientes
enfermos o en mal estado ademas de evaluar los efectos colaterales a corto plazo

y riesgos comunes del farmaco.

2.1.1.3 Fase lll

Esta fase se realiza para completar los datos de la fase Il y evallta la relacion
riesgo- beneficio del farmaco; ademas brinda una base adecuada para extrapolar
los resultados a la poblacién general y transmitir esa informacion al etiquetado
médico.




Generalidades

2.1.2 Farmacocinética.
Farmacocinética involucra la cinética del farmaco: absorcién, distribucion y

eliminacién (metabolismo y excrecién). Después de la administracion del farmaco
y una vez absorbido en el sistema circulatorio, es distribuido en todos los tejidos y
simultdneamente es eliminado. La eliminacién puede pasar por un proceso de

excrecion o biotransformacion.
El estudio farmacocinético involucra dos aspectos importantes como son:

1. Experimental: desarrollo de técnicas analiticas para la cuantificacion del
farmaco y metabolitos en diferentes matrices biolégicas.
2. Teorico: desarrollo de modelos farmacocinéticos que predigan la disposicidon

del farmaco después de la administracion.

La medicion de niveles del farmaco en sangre, suero o plasma es el método
directo de conocer la farmacocinética en el cuerpo. La sangre total contiene todos
los elementos celulares (eritrocitos, células blancas, plaquetas y varias proteinas
como albumina y globina). El plasma es mas utilizado para la cuantificaciéon ya
gue atraviesa tejidos incluyendo elementos celulares de la sangre. El cambio de
la concentracion del farmaco en plasma puede reflejar cambio de la concentracién
en los tejidos; asumiendo que el plasma tiene un equilibrio dindmico con los

tejidos.

La cuantificacion del farmaco en la orina es un método indirecto para determinar la
biodisponibilidad del farmaco. La velocidad y cantidad de farmaco excretada en la

orina refleja la velocidad y grado de absorcién del farmaco.

Por lo que se requieren métodos analiticos sensibles exactos y precisos para la
medicién de farmaco en muestras biolégicas saliva, plasma y orina. En general los
métodos cromatograficos son muy utilizados para el analisis pues resultan

discriminatorios.
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2.2 Cancer. (3

El cancer engloba a una familia compleja de enfermedades cuya caracteristica
principal es la alteracidbn del control de la proliferacion celular. Las células
malignas experimentan cambios en su estructura y aspecto, y al multiplicarse dan
origen a una colonia de células diferentes que se reproducen rapidamente
invadiendo y destruyendo los tejidos normales. La transformacion maligna de las
células es el resultado de un proceso muy complejo, que ocurre en varias etapas,

y en el que interviene factores multiples en su origen y mecanismo.

* Etapa iniciacion, en la cual se produce una mutacién en el material
genético de una célula y ésta transmite a la descendencia dicha mutacién.

* Etapa de promocion, con la transformacién maligna.

* Etapa de progresién de la lesion local a enfermedad general.

El cancer se desencadena por diferentes factores tanto enddégenos como

exdgenos:

Factores  exdgenos que causan cancer (efecto carcindgeno) los cuales se

pueden clasificar en:

* Quimicos: como la exposicidbn a algunas sustancias quimicas, consumo de
alcohol, consumo de tabaco ademas de la dieta.

* Fisicos radiaciones solares, radiaciones ionizantes.

* Bioldgicos. Infecciones virales como Helycobacter pylori, Papilomavirus

entre otras.

Los factores endogenos son la herencia, inmunidad, nutricion y hormonal. Un

aspecto muy importante es el tiempo de exposicion al carcinégeno.

La historia de una enfermedad y sus secuelas se refiere no sélo a la interaccion de
varios agentes causales y las respuestas biologicas del individuo, sino también de

los factores sociales, culturales y psicolégicos.
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El avance del cancer se mide en las siguientes etapas de desarrollo:

Etapa 0. El cancer se encuentra en las primeras fases de desarrollo. Esto
significa que esta concentrado en un area especifica.

Etapa I. El cancer se ha extendido a otras areas cercanas, pero sigue
estando concentrado dentro del tejido u 6rgano de origen.

Etapa II. El cancer se ha extendido a otros tejidos u érganos cercanos, pero
no ha atacado ganglios linfaticos cercanos.

Etapa Ill. El cancer ha atacado ganglios linfaticos cercanos pero aun no ha
afectado otras areas del cuerpo.

Etapa IV. El cancer ha avanzado y esta atacando areas mas remotas del

cuerpo y organos lejanos al punto de origen.

Recurrente. El cancer se vuelve a desarrollar después del tratamiento.

2.2.1Tratamiento

Su tratamiento es complicado y diverso con resultados variables, de alli que la

investigacion se desarrolla en relacion al cancer involucre aspectos cientificos

basicos como clinicos.

Los medios terapéuticos disponibles en el momento actual para tratar el cancer,

solos 0 en combinaciones estratégicas, son los siguientes:

a. Cirugia util para realizar el estudio histolégico definitivo del tumor y nos

C.

permite extirpar totalmente el tumor primario y las metéstasis regionales.
Radioterapia puede curar tumores localizados si son radiosensibles, pero
su mejor aplicacién es como tratamiento complementario de la cirugia.
Quimioterapia ha alcanzado avances sorprendentes por la aparicion de
farmacos de alta potencia terapéutica; de los cuales  sobresalen

Carboplatino, Vinorelbine, Gencitabina entre otros.
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d. Inmunoterapia se basa en la inmunodeficiencia como favorecedora del
desarrollo tumoral. El levamisol, que es un inmunomodulador, y el interferon

son dos medicamentos de uso comun en el tratamiento de cancer.

Ademas de terapias alternativas como hormonoterapia, fototerapia entre otras.

2.2.2 Clasificacion de los resultados terapéuticos.

La importancia de homologar internacionalmente los resultados terapéuticos ha
impuesto la necesidad de definir los tipos de respuesta terapéutica siguiendo

unos criterios uniformes. Segun la OMS los conceptos son los siguientes.

a. Remision completa. Es la desaparicion completa (100%) del tumor, sus
sintomas o enfermedades subjetiva; signos clinicos y sus marcadores
biologicos; aunque se admite remisibn completa la presencia de alguna
secuela propia del tratamiento utilizado.

b. Remisién parcial. Implica una remision de la masa tumoral medible en un
50% del tamafio total, aln cuando unas masas no disminuyan, y siempre
gue ninguna parte aumente de tamafio.

c. Mejoria. Se refiere a regresiones minimas en la masa tumoral, entre el
25% y el 50%.

d. No respuesta. No hay cambios en la masa tumoral ni en los sintomas
clinicos; pero si los hay serian menores al 25 %.

e. Progresion. Situacién en la cual el tumor crece por lo menos un 25 %.

f. Recaida y recidiva. La curacion fue solo aparente. La recidiva puede ser
local, regional y sistémica o también mixta. Todo tumor maligno tratado

debe someterse a revision periddica para el diagndstico de las recidivas.

- ” ) 10
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2.2.3 Cancer en México

En México el cancer es la tercera causa de muerte con un 12.9 % de muertes
totales en la poblacién. En la actualidad, hay millones de personas en el mundo
gue viven con cancer que han padecido esta enfermedad. La tendencia de
mortalidad por cancer ha aumentado casi 3 puntos porcentuales, de 1990 a
2006, de las defunciones totales en la poblacién mexicana. Que nos indica que es

problema creciente y de inmediata atencion. (

i Variacién % mortalidad vs afio en México

2 14 12.9
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Figura 2.2 Mortalidad por cancer en México. Variacion de porcentaje de mortalidad por cancer
en la poblacion mexicana desde 1990 donde el % es de 9.7 hasta 2006 donde es de 12.9.
Observando una tendencia de aumento .Datos obtenidos del INEGI

2.2.4 Quimioterapia )

Dentro de la quimioterapia se han desarrollado diferentes farmacos que solos o
en combinacion han sido efectivos en los tratamientos de cancer sobre todo las
nuevas combinaciones Yy estrategias han permitido resultados excelentes en
tumores antes invulnerables. La quimioterapia es muy util sola en el tratamiento
de las leucemias, linfomas malignos, tumores de testiculos, entre otras; y como
tratamiento adyuvante complementaria del tratamiento quirdrgico del cancer de
mama y de colon. También se ha empleado antes de la cirugia para reducir el
tamafo del tumor y facilitar la operabilidad, lo que se conoce como quimioterapia
neoadyuvante. Hoy se disponen con mas de 50 farmacos antineoplasicos activos

contra el cancer.

> - 11
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Tabla 2.1 Clasificacién de los farmacos utilizados para quimioterapia.

Clasificacion

Caracteristicas

Ejemplos

1. Agentes

alquilantes.

Atacan directamente al ADN ya que forman
uniones covalentes con grupos amino,
carboxilo, sulthidrilo y fosfatos mas
importantes, desnaturalizandolo.

Operan principalmente durante la sintesis
de ADN.

Mostazas
nitrogenadas.
Complejos de

platino.

Mecloretamina.

2. Antimetabolitos

Estos medicamentos operan simulando una
sustancia que participa en la sintesis de
ADN e inhiben la produccién de un acido

necesario para que el ADN sea sintetizado.

Metrotexato
6-mercaptopurina

5-fluorouracilo

3. Productos naturales

Son obtenidos de plantas, hongos y
bacterias.
Antibiéticos antitumorales: se unen al

ADN para evitar la sintesis del ARN.

Antibiéticos
Antitumorales:
doxorubicina

Mitomicina-C

hormonal.

Alcaloides

Alcaloides: Impiden la division celular al -
) ) ) o Vincristina

impedir la formacion del huso mitético ) )
vinblastina

Hormonas esteroides: modifican el .

Tamoxifeno

4.0tros crecimiento de canceres con dependencia .
flutamida

12
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2.2.4.1 Complejos de coordinacion con platino. ) )

Entre los agentes quimioterapéuticos mas empleados se encuentran los
compuestos de coordinacion de platino, identificados por (Rosenberg y col) como
agentes citotoxicos. En la actualidad se han sintetizado y probado mas de mil
compuestos con platino de los cuales cis-diaminodicloroplatinoll (cisplatino) fue

una de la mas activa en sistemas tumorales experimentales (1973).

Q
Gl L NM, " =D N
P SN R |
PN F—O SNH,
Ci N,y o
CISPLATINO CARBOPLATINO

Figura 2.3 Estructura quimica del cisplatino y carboplatino.

Aplicaciones terapéuticas.

Tratamiento de tumores soélidos: Buena respuesta de canceres de vejiga, cabeza,

cuello y endometrio. ()
Mecanismo de accion.

* Involucra interaccion con el ADN; ya que forma intermediarios electrofilicos que
actian en reacciones de sustitucion nucleofilica para formar uniones
covalentes con el ADN. Lo que resulta en una desnaturalizacién de la cadena
del ADN.

* Darfla la mitocondria celular, inhibe la ATPasa, altera el transporte celular y

ocasionalmente causa apoptosis, necrosis y muerte celular.
Limitaciones.

* Desarrollo de resistencias en algunos tumores.
* Toxicidad: Induce dafio y necrosis en el rifion (nefrotéxicidad), ototdxicidad,

neurotoxicidad y supresion de médula. s) )
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2.3 Casiopeinas.

Actualmente existen 5 farmacos comerciales antineoplasicos de origen
inorganico que han demostrado eficiencia; pero también se han presentado
tumores refractarios a estos tratamientos ademas de una elevada toxicidad y alto
costo. En México particularmente la necesidad de importacion incrementa su
costo; lo que ha estimulado la busqueda de nuevas moléculas con tecnologia

mexicana.

Como respuesta a esta imperante necesidad en la década de los 70’s la Dra.
Lena Ruiz Azuara Yy su grupo de trabajo disefid y sintetiz6 en la Facultad de
Quimica de la UNAM, un nuevo grupo de compuestos de coordinacién con centro
metalico. Estas moléculas se desarrollaron a partir de metales de transicién
esenciales biolégicamente, con el propdsito de disminuir la toxicidad y el costo.
Ademas se estan sintetizando  familias de compuestos con variantes

estructurales que permitan la selectividad tumoral. ()

La familia de compuestos de Casiopeinas® es un grupo de compuestos de
coordinacion de cobre (II) como centro metalico, que en la esfera de coordinacion
presentan un ligante bidentado del tipo diimina (N-N) y otro aminoacidato (N-O) o
donador (O-O) siguiendo una geometria cuadrada plana o pirdmide de base

cuadrada.

La familia de compuestos Casiopeinas® han demostrado actividad citostatica y
antineoplasica importante, principalmente las Casiopeinas Il y lll, pero sobre todo
lo que ha llamado la atencion es su baja toxicidad, por lo que han generado
muchas expectativas para una posible aplicaciéon clinica a corto plazo.

Actualmente las Casiopeinas se encuentran en una fase de evaluacién preclinica.
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2.4 Cobre (Cu). @) (9) (10) 11) (12)

El cobre (Cu) es un metal de transicién con nimero atémico 29 ([Ar]4:*34"") y

6%° mas abundante en la corteza

masa atdmica de 63 g/mol es el elemento 2
terrestre. El cobre es esencial en los sistemas biolégicos, sus propiedades
guimicas permiten su participacion en procesos que involucran la transferencia
de electrones asociadas con enzimas oxidativas. La concentracion de cobre

dentro de las células no excede de 10 ** . Una buena parte de los complejos de

coordinacion de este ion presentan coloracion azul o verde debido a la

existencia de banda ancha y asimétrica entre 600-900 nm. (g)

2.4.1 Toxicocinética. (g)
Los niveles fisiologicos normales de cobre en el cuerpo estan sujetos a la

cantidad y la velocidad con la que se absorbe, se distribuye y se excreta.

2.4.1.1 Absorcion.

Se ingiere a través de la dieta y es absorbido (2 mg por dia) a través del estbmago
y el intestino delgado. En ratas el cobre es absorbido principalmente en el
duodeno. Un factor que afecta su absorcidn es la competencia con otros metales

como (Zinc, Hierro y Cadmio)

2.4.1.2 Distribucion.

Aln no se ha esclarecido como llega a la sangre; una vez estando ahi se enlaza
mayoritariamente a la ceruplasmina (90%) y una pequefia parte a la albimina y
aminoacidos. La sangre conduce el metal hasta los tejidos periféricos y el higado

en donde se generan oxidasas.

Como promedio, un adulto sano de 70 Kg de peso, tiene 110 mg de cobre, que
aproximadamente se distribuye de la siguiente forma: en suero o plasma de 0.3-
1.4 mg/L , 46 mg en hueso, 26 mg en musculo y concentraciones mas pequefas

en higado (10 mg), cerebro (9 mg), sangre(6 mg), rifiones (3 mg) y corazon (1.5

mg).

" - 15
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2.4.1.3 Metabolismo.
El cobre libre es controlado por las metalotioneinas y aminoacidos con la

asociacion de enzimas cobre-dependientes.

El metabolismo del cobre consiste mayoritariamente de su transferencia con
varios ligantes organicos; los mas notables son los grupos sulfhidrilo e imidazol
en aminoacidos y proteinas. La vida media del cobre inyectado en humanos

normales fue aproximadamente 4 semanas.

24.1.4 Excrecion. a2

La via biliar es la principal via de excrecién; el cobre biliar es regresado al
intestino y excretado por heces. Normalmente el cobre es excretada en la orina
del 0.5-3 % diariamente (15 a 36 ug/24 h).

Después de una administracién intravenosa la excrecion biliar no incrementa
proporcionalmente con la dosis pues el transporte hepatobiliar es saturable asi

que la excrecion urinaria del cobre inalterado se incrementa. (11

2.4.1.5 Efectos del cobre sobre la salud.

Pese a que el cobre es un elemento esencial para los organismos superiores,
puede ser significativamente téxico, pues los margenes entre las concentraciones
necesarias y las toxicas estan muy proximos. En humanos la ingestion de
grandes cantidades de cobre pueden causar diferentes sintomas como: dolor
abdominal, vémito severo, diarrea, hemdlisis, necrosis hepatica, hematuria,

proteinuria, hipotensién taquicardia, convulsiones, coma y muerte.
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2.5 Casiopeinalllia

La casiopeina lllia tiene como centro metalico el ¢u’" ; acetilacetonato como

ligante bidentado donador de oxigeno y 4,4’-dimetil bipiridina como ligante

bidentado donador de nitrégeno con una geometria cuadrada plana.

CH, CH; it

\ / \ /
-~ NO,
\Cu/ ’

O/ ~o
' I
M
CH, CH,

Figura 2.4 Casiopeina lllia. [Cu (4,4’-dimetil-2-2’-bipiridina) acetilacetonato] NO3
2.5.1 Propiedades fisicoquimicas

* Peso molecular 408.71 g/mol
* pKa=8.25(3)
* Caracteristicas fisicas. Polvo azul cristalino.
* Coeficiente de particion = 0.3580 13
* Solubilidad agua > alcoholes > solucién salina.
* Longitud de onda maxima= 296 nm.

Coeficiente de extincion molar en agua 4

CE=0.1448174 g/L o (12) CE=58.914679 mol/L

2.5.2 Estabilidad en soluciones compatibles fisiol6gicamente (14)
= Solucion de cloruro de sodio al 0.9 % nueve dias.

=  Solucién dextrosada al 5 % cuatro dias.

=  Solucién Hartman tres semanas.
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2.5.3

Actividad.

Actividad citotOxica y citostatica.

Actividad antineoplasica sobre lineas SiHa (carcinoma de células
escamosas de cérvix), Hela (célula de adenocarcinoma de cérvix) y
contra leucemia linfoide L1210 (15

Actividad en mitocondrias hepéaticas de rata: actiia como inhibidor de la
fosforilacidon oxidativa. Colapsa el potencial transmembranal; el efecto
inhibitorio es dependiente del tiempo de exposicion y de la
concentracion (i)

Demostro ser un agente altamente recombinégenico, su mecanismo de

accion puede ser la inhibicion de la topoisomerasa | y Il (15

2.4.4 Dosis Letal.
En estudios realizados sobre la toxicidad aguda en ratas se obtuvieron las dosis

letal 50 y dosis letal 90 representadas en la tabla 2.2.

Tabla 2.2 Dosis letal de Casiopeina lllia. Datos de obtenidos con animales Harlan

proporcionados por MVZ Marisol Rivero Huerta.

Rata Wistar macho || Rata Wistar hembra

Dosis .P. V. .P. V.
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
DL50 14.36 5.51 19.93 5.96
Limite superior || 14.94 6.85 21.25 7.31
Limite inferior | 13.41 4.02 18.43 4.7
DL90 15.44 7.73 22.53 8.07
Limite superior | 18.36 13.34 27.11 15.27
Limite inferior | 14.76 6.21 20.99 6.57
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2.6 Cromatografia de Liguidos de Alta Resolucion. HPLC (High

Performance Liquid Chromatography) . (s

El término cromatografia se aplica a los procesos de separacion donde los
componentes de una mezcla se encuentran en equilibrio repetidamente entre dos
fases; una de ellas fija 0 estacionaria y la otra mévil. La fase estacionaria puede

ser un liguido o un sélido y la fase mavil puede ser un gas o un liquido.

La cromatografia esta basada en la migracion diferencial. El soluto es la fase movil
siguen a través de la fase estacionaria. Los solutos con gran afinidad a la fase
estacionaria tardardn mas tiempo en esta fase en comparacion a los solutos
menos afines a esta. Cuando los solutos siguen a través de la fase estacionaria

estos se separan.

La cromatografia de liquidos de Alta Resolucidbn representa una de las
herramientas analiticas mas utilizadas en un laboratorio moderno ya sea para
investigacion basica o aplicada y en la industria. Utiliza una fase movil liquida
para separar los componentes de una mezcla. Los cuales son disueltos y forzados

a pasar por una fase estacionaria (columna) en un flujo determinado.

Basicamente los componentes de un equipo de HPLC son: bomba, inyector,

columna, detector y un dispositivo que almacene y procese los resultados.

— i
". .l"_. L.F o= '
— LA e
g i U' —

Figura 2.5 Esquema basico de los componentes de un cromatografo de liquidos. HPLC
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2.7 Desarrollo de un método analitico por HPLC.
En muchos casos, el desarrollo de un método se aborda desde un punto de vista
empirico. Dado que el desarrollo es costoso, es preferible emplear caminos
sistematicos, evitando ensayos innecesarios y documentando los resultados para

futuras revisiones.

En la figura 2.6 se muestra un diagrama recomendado en el desarrollo de un
método cromatografico, donde se contempla la importancia de cada uno de los

pasos a desarrollar.

Informacion
Objetyvo del analksis \‘ prmans % Informacion sobre la muowol

+ Definnicion de

Sistema prelminar
Columna — | Tratamiento previo de
Fase movi Detector muestras
Flujo
Volumen de nyeccion J
| Método prelminar
Disenio de experimentos
|
l Opbmu2a tsdn

I_{ Vakdacion

Figura 2.6 Desarrollo de un método analiticos cromatografico.

2.8 Tratamiento previo de las muestras.

La informacién sobre las caracteristicas fisicoquimicas del analito asi como las
caracteristicas de la matriz son determinantes para el tratamiento previo de las

muestras.

Para el tratamiento previo de las muestras pueden utilizarse todas las
operaciones conocidas en quimica analitica: liofilizacién, evaporacion, filtracion,
centrifugacion, precipitacion y solubilizacion. La naturaleza de la muestra dicta el

modo basico de preparar la solucion a inyectar.

V5,
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Los métodos mas frecuentes son:

* Desproteinizacion: Las proteinas presentes en las matrices biolégicas
deben eliminarse antes de inyectar la muestra para evitar que precipiten
dentro del equipo cromatogréfico.

* Filtraciéon: todas las muestras a inyectar deben estar totalmente libres de
particulas en suspension.

* Extraccion liquido- sélido consiste en la solubilizacion del analito presente
en una muestra solida.

e Extraccion liquido- liquido consiste en la distribuciéon de un analito entre

dos liquidos inmiscibles.

2.8.1 Extraccion fase solida SPE. (1g)19)20)21)(22)

La SPE consiste en una extraccion liquido-sélido a través de un cartucho o
pequefias columnas. Actualmente la extraccion fase solida es utilizada
ampliamente por su facil manejo, alto recobro, fuerte retencién, reproducibilidad

y selectividad. Ademas de disminuir la cantidad de disolventes.

Las pequefias columnas o cartuchos se rellenan con cantidades variables de
distintos materiales similares a las columnas cromatogréficas La capacidad de
retencion de solutos de un cartucho de SPE depende del: tipo de material de
relleno, tamafo de la columna, tipo del analito y las condiciones de extraccion. El
proceso de extraccion en fase sdlida tiene lugar mediante mecanismos de

sorcion-desorcion de los analitos en la superficie activa de las columnas_ (1

2.8.1.1 Metodologia para la extraccion. (g

La seleccidn de las condiciones Optimas para la extraccibn depende de la

naturaleza del analito y de la matriz que la rodea.

* Lavado y activacion de la columna. Esta operacion tiene como objeto

solvatar los grupos funcionales del material de relleno del cartucho. El
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lavado se utiliza para eliminar sustancias provenientes de anteriores
analisis. El segundo paso se utiliza para equilibrar el cartucho con solvente
similar al empleado como medio de disolucién de las muestras.

* Aplicacion de la muestra. La muestra se aplica en el cartucho utilizando
un flujo determinado (1- 10 ml/min)),> este paso debe efectuarse
lentamente; porque flujos demasiado rapidos a través del cartucho pueden
producir efectos cinéticos del material de relleno que conducen a bajas
recuperaciones del analito.

e Lavado de cartucho. Esta operacion se refiere a la eliminacién de
impurezas retenidas en el paso anterior utlizando un disolvente
relativamente débil con el cual no eluye el analito.

* Elucién del analito. El analito se eluye con un disolvente que posea la

fuerza para una adecuada elucion.

En la actualidad existen diferentes tipos de cartuchos cubriendo las necesidades
de los usuarios: entre los mas destacados son los HLB, los anidnicos y catidnicos

gue se encuentran en diferentes tamafios.
2.8.1.1.1 Sustancias ionizables

La retencién de las sustancias ionizables esta regulada por el valor del pH del
medio en el que se encuentran, puede estar ionizado o no ionizado. Las
sustancias ionizables de caracter acido pueden retenerse en cartuchos
intercambiadores de aniones y las caracter basico pueden retener en cartuchos

intercambiadores de cationes si se encuentran en su forma ionizada. 2

! Este paso se realiza con un dispositivo al vacio. Manifold.
2

Sustancias ionizables con caracter pH > pKa pH«« pKa
Acido lonizado No ionizado
Basico No ionizado lonizado
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2.9 Optimizacion de métodos cromatograficos.

El objetivo primario de la cromatografia es la separaciéon de los componentes de
una mezcla y el grado de esta separacion; estas caracteristicas estan
determinadas por el parametro cromatografico resolucion que depende del
factor de capacidad, eficiencia y selectividad. La modificacion de estos factores,

gue dependen directamente del analito, permitira aumentar a la resolucion.

* Factor de capacidad (k). Las proporciones en la fase movil del
modificador (no polar) y la solucion amortiguadora (polar) influyen
directamente, ademas de los cambios de pH que provoca cambios

drasticos.

Solucion amortiguadora > modificador entonces mayor retenciéon 0

Solucion amortiguadora < modificador; menor retencion.

* Eficiencia (N). Para modificarla experimentalmente se podria:
o Maodificar el flujo.
o Emplear columnas largas
o0 Usar columnas con tamafio de particula menor.
o0 Emplear columnas acopladas o nuevas.
0 Aumentar la temperatura.

* Selectividad «. Depende de la naturaleza de cada uno de los

componentes; fase mévil, columna y muestra, de su afinidad mutua y del

modo que interactuan.

210 validacion de Métodos Analiticos. @¥@9(9

Una vez desarrollado un método analitico debe validarse, es decir se debe

confirmar y documentar que los resultados por €l producidos son confiables.

En la validacion deben considerarse los siguientes parametros:
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2.10.1 Selectividad.

Es la capacidad que tiene un método analitico para cuantificar exacta vy
especificamente el compuesto a analizar, libre de interferencias de otros

compuestos que pudieran estar presentes en la muestra.

2.10.2 Linealidad.
La linealidad es la capacidad de un sistema o método analitico, en un intervalo de
trabajo, para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la

concentracion del compuesto de la muestra.
Criterio de aceptacion: »* 0 9%
2.10.3 Rango.

El rango se refiere al intervalo de un método analitico definido por las
concentraciones comprendidas entre los niveles superiores e inferior del
compuesto en el cual se ha demostrado que el método es preciso, exacto y

lineal.

2.10.4 Exactitud.
Es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y el valor de

referencia. Es también conocida como error sistematico o tendencia.
Criterio de aceptaciéon: DEA -~ 15%

2.10.5 Precision.
La precision de un método analitico corresponde al grado de concordancia entre
ensayos individuales cuando el método se aplica repetidamente a multiples
alicuotas de una muestra homogénea. La precisién es una medida del grado de
reproducibilidad y/o repetibilidad del método analitico bajo las condiciones

normales de operacion.

Criterio de aceptaciéon: «v - 25,
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Generalidades

2.10.5.1Repetibilidad.
Es la precision de un método analitico expresada la variacion obtenida entre
determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones (analista,

tiempo, equipo, laboratorio, etc.).
Criterio de aceptaciéon: CV < 15%

2.10.5.2Reproducibilidad.
Es la precision de un método analitico expresada como la variacion entre
determinaciones independientes realizadas bajo diferentes condiciones de

analisis (analistas, dias, equipos, etc.).
Criterio de aceptaciéon: CV < 15%

2.10.6 Limite de cuantificacion.
Es la concentracion minima del analito que puede ser determinada con precision

y exactitud aceptables bajo las condiciones de operacion establecidas.
Criterio de aceptaciéon: CV < 20%

2.10.7 Limite de deteccion.
Es la minima concentracion de una sustancia en una muestra la cual puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de

operacion establecidas.

2.10.8 Estabilidad de la muestra.
Es la propiedad del compuesto por analizar, de conservar las caracteristicas,

desde el momento del muestreo hasta su andlisis.
Criterio de aceptaciéon: DEA < 15%

2.10.9 Recuperacién absoluta (Recobro).
Se le llama a la eficiencia de un método analitico para cuantificar el o los

compuestos por analizar en la muestra bioldgica.
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3.1 Equipos
|.  Balanza analitica estandar Ohaus, modelo AS200.
Il. Balanza analitica Sartorius, modelo A201P.
lll.  Desionizador de agua Millipore Milli —Q Waters system, 0.22 ym.
IV.  Equipo de filtracion Millipore, con membrana tipo HB o HA de 0.45 um.
V. Vortex Termolyne, modelo M16715.
VI. Potenciometro Thermo Orion, modelo 410.
VII.  Bafio de ultrasonido Fisher-scientific FS60.
VIIl.  Bafo de ultrasonido Transsonic 700/H.
IX. Espectrofotbmetro Simadzu.
X.  Micropipeta Eppendorf de 100-1000 uL No. Serie 1585257.
XI.  Micropipeta BIOHIT mLINE® de 10-100 pL. Serie 5505662
XIl.  Puntas para micropipetas.
XIll.  Columna Xterra RP18, 250x 4.5 mm, 5 um. lote 0182371491
XIV.  Precolumna Security guard Phenomenex C18, 50x 4.6 mm, 5 pym.
XV. Cartuchos de extraccion fase solida Oasis ®MAX Waters, 30 um
tipo 1 cc 30 mg lote 001337096A.
XVI.  Equipo Manifold de 12 unidades lab. 112.
XVII.  Cromatografo de liquidos de alta resolucion Agilent 1100 con las
siguientes caracteristicas.
* Inyector DE11113489.
* Bomba cuaternaria DE115898.
* Detector UV-visible DE11113489.
* Horno DE43650359.

3.2 Material Bioldgico.
.  Pool de orina rata macho Wistar.

[I.  Ratas macho Wistar Harlan México, UNEXA Facultad de Quimica.
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3.3 Estandares.

I.  Casiopeina lllia [Cu (4,4-dimetil-2,2’-bipiridina) (acetilacetonato)] ¥, - 21, ¢,
lotel73MBG300305. Laboratorio 210 Quimica Inorganica Facultad de
Quimica.

. [ufocac),llote meb2124feb97. Laboratorio 210 Quimica Inorganica
Facultad de Quimica.

. [ (44 dimenl — 2 2bipirdina, lote meb7040297.Laboratorio 210 Quimica
Inorgénica Facultad de Quimica.

V. [Fe(aa — dimer! — 22 bipiridina), |50, 904.63 g/mol Laboratorio 210
Quimica Inorganica Facultad de Quimica. s/n lote ETF-011.

V. Metilparabeno.

3.4 Reactivos.
I.  Metanol grado HPLC, Mallinckrodt Chemicals lote EO7D041.

Il. Fosfato de sodios monobasico monohidratado (Nal PO, -H.O}

Mallinckrodt RA analytic reagent. Lote 7892KJAZ.

lll. Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado (Nat PO, - 12,0 grado R.A.

J. T. Baker lote3822-05.

IV. Acetato de sodio trihidratado cristal. (', COONa- 31, ) grado R.A. J. T.

Baker lote B30COS8.
V. Hidréxido de sodio perlas (NaOH) grado R.A. Baker lote A18C66.
VI.  Acido fosférico grado R.A. J.T. Baker.
VII.  Solucion reguladora (biftalato) pH4, grado R.A. J.T. Baker.
VIIl.  Solucion reguladora (fosfatos) pH7, grado R.A. J.T. Baker.
IX.  Solucion reguladora (boratos) pH10, grado R.A. J.T. Baker.

3.5 Soluciones.
I.  Solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH= 8.
II.  Solucion de acetato de sodio pH=7 50 mM en 5 % de metanol.
lll.  Solucion de &cido fosférico 0.01M en metanol (1:1)

IV.  Solucion patron de casiopeina lll ia en agua 500 pg/mL.
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VI.
VII.
VIII.

IX.
X.
XI.
XILI.
XIII.

XIV.
XV.
XVI.

Solucién patron de casiopeina lllia en agua 50 ug/mL.
Solucion patron de casiopeina lll ia en orina 500 ug/mL.

Solucién patron de casiopeina lllia en orina 50 ug/mL.

Solucién patrén de [Cu (acac).] en orina 500 pug/mL.

Solucién patrén de [Cu (acac).] en orina 50 yg/mL.

Solucién patrén de [Cu (4, 4diment — 2 2bipiridina), %*en orina 500 pg/mL.
Solucién patrén de [Cu (4, 4dimenl — 2 2bipiridina ), *“en orina 50 pg/mL.
Solucién patrén de [Fe (44dumenl — 2 2bipiridina ), *“en orina 500 pg/mL.
Solucién patrén de [Fe(4 4dimenl — 2 2bipiridina), | “en orina 50 pg/mL.

Solucién patron de Metilparabeno en MeOH 1000 ug/mL.
Solucion patron de Metilparabeno en MeOH 250 ug/mL.

Solucion de Casiopeina lllia en agua inyectable 6 mg/mL.

3.6 Preparacion de soluciones.

Soluciéon amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH= 8.

Pesar 0.1888 g de fosfato de sodio mono basico monohidratado y 3.091 g
de fosfato de sodio dibasico dodecahidratado, transferir cuantitativamente
a un matraz volumétrico de 1 L; disolver con agua desionizada, llevar a un
volumen aproximado de 980 mL, ajustar el pH y aforar. Filtrar al vacio dos
veces la solucién por medio de una membrana millipore de 0.45 pm.
Solucion de acetato de sodio pH=7 50 mM en 5 % de metanol.

Pesar 0.6804 g de acetato de sodio trihidratado, transferir
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 mL; disolver con agua
desionizada; agregar 5 mL de MeOH ajustar el pH vy aforar.

Solucién de acido Fosférico 0.01 M.

Transferir una alicuota de 465 pL de acido fosférico concentrado a un
matraz volumétrico de 100 mL con 50 mL de agua Yy aforar con metanol.

Agitar.

A50
!—:-:- IO KN 29



Parte experimental

VI.

VII.

VIII.

XI.

Solucidon patron de casiopeina lllia en agua 500 pg/mL. Solucién A
agua.

Pesar 0.0050 g de casiopeina lll ia transferirla cuantitativamente a un
matraz aforado de 10 mL disolver con agua desionizada y aforar.

Solucioén patrén de casiopeina lllia en agua 50 pg/mL.

Tomar una alicuota cuantitativamente de 1 mL de la solucion Ay
transferirla a un matraz aforado de 10 mL; aforar con agua.

Solucidén patrén de casiopeina lllia en orina de rata macho. Solucién B
Pesar 0.0050 g de casiopeina lll ia transferirla cuantitativamente a un
matraz aforado de 10 mL disolver con Ila menor cantidad de agua
desionizada y aforar con orina de rata.

Solucioén patrén de casiopeina lllia en agua 50 pg/mL.

Tomar una alicuota cuantitativamente de 1 mL de la solucion B y
transferirla a un matraz aforado de 10 mL; aforar con orina de rata macho.

Solucién patrén de [€Cu (acac), en orina de rata macho. Solucion C

Pesar 0.0050 g de casiopeina lll ia transferirla cuantitativamente a un
matraz aforado de 10 mL disolver con Ila menor cantidad de agua
desionizada y aforar con orina de rata.

Solucion patron de |[€Cu (acac), en agua 50 pg/mL.

Tomar una alicuota cuantitativamente de 1 mL de la solucion C y
transferirla a un matraz aforado de 10 mL; aforar con orina de rata macho.

Solucién patrén de [Cu (4. 4dimenl — 2, 2Zbipiridina). “'en orina de rata

macho. Solucién D

Pesar 0.0050 g de casiopeina Il ia transferirla cuantitativamente a un
matraz aforado de 10 mL disolver con Ila menor cantidad de agua
desionizada y aforar con pool de orina de rata macho.

Solucion patron de [Cu (4 4dimenl — 2 Zbipiridina), > en agua 50

Mg/mL.
Tomar una alicuota cuantitativamente de 1 mL de la solucion D y

transferirla a un matraz aforado de 10 mL; aforar con orina de rata macho.
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XILI.

XIII.

XIV.

XV.

XVI.

Solucion patron de [Fe (4, 4dimenl — 2 2bipinidina), “‘en orina de rata

macho. Solucién E

Pesar 0.0050 g de casiopeina lll ia transferirla cuantitativamente a un
matraz aforado de 10 mL disolver con Ila menor cantidad de agua
desionizada y aforar con orina de rata.

|Fe (4, 4dimenl — 2 Zblplrldlll.l),:2+ en agua 50

i

Solucion patron de

Mg/mL.

Tomar una alicuota cuantitativamente de 1 mL de la solucion E y
transferirla a un matraz aforado de 10 mL; aforar con orina de rata macho.
Solucion patron Metilparabeno 1000 pg/mL.

Pesar 0.005 g de Metilparabeno transferir cuantitativamente a un matraz
aforado de 5 mL disolver y aforar con MeOH.

Solucion patron Metilparabeno 250 pg/mL.

Transferir una alicuota de 2.5 mL de la solucién anterior a un matraz
aforado de 10 mL y aforar con MeOH.

Solucion de Casiopeina lllia en agua inyectable.

Pesar 0.030 g de casiopeina Il ia transferirla cuantitativamente a un matraz

aforado de 5 mL disolver y aforar con agua inyectable.

3.7 Desarrollo del método analitico.

Para el desarrollo de un método analitico en HPLC se debe definir las condiciones

del analisis como la fase mévil, columna, velocidad de flujo, volumen de inyeccion

y detectores. Para la definicibn de estas condiciones se deben de tomar en

cuenta diversos factores como la estructura quimica, pKa, solubilidad y espectro

UV de la muestra problema asi como la naturaleza de la matriz (plasma, orina;

etc.).
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3.8 Desarrollo del método de extraccion por SPE (Extraccién fase solida).

La extraccion fase soélida ha obtenido una importancia tal que en el mercado hay
una gran variedad de cartuchos que satisfacen las diferentes necesidades de
los analistas. Por lo que se requiere conocer, como ya se ha mencionado, las
caracteristicas fisicoquimicas del analito asi como la matriz en donde se encuentra
ya que estos marcan las caracteristicas del tipo de cartucho. Después de varias
pruebas con diferentes cartuchos se obtuvieron resultados favorables con Oasis®
MAX.

3.8.1 Cartuchos Oasis MAX® Waters. (19)(5)
Los cartuchos Oasis MAX contienen una amina cuaternaria que es un fuerte

intercambiador aniénico que le proporciona una alta selectividad para

compuestos acidos. Se obtienen

* Muestras acidas, basicas y neutras de la misma muestra.

* Extracciones limpias de orina, suero, plasma y sangre.

Ademas se utilizan para la extraccion, monitoreo, screening, confirmacion y

cuantificacion de farmacos. (20)21)
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Figura 3.1 Amina cuaternaria presente en el sorbente de los cartuchos Oasis MAX
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3.8.1.1Proceso de la extraccion en cartuchos Oasis MAX.

Tabla 3.1 Condiciones recomendadas para el uso de los cartuchos Oasis MAX.

Paso
Acondicionamiento y equilibrio
1 mL de MeOH/ 1 mL de agua

Cargar la muestra acidificada

Lavado 1
1 mL de Acetato de sodio 50 mM
pH=7
en MeOH al 5%.

Elucion 1
1 mL de MeOH

Elucion 2
1-2 mL de acido fosforico al 2 % en

metanol

Evaporacion y reconstitucion

Propésito

Preparar el sorbente para su uso
A pH bajo las base estan ionizadas las
sustancias neutras y acidas estan
neutras y viceversa. Los analitos estan
retenidos con interacciones fase
reversa.
Remueve proteinas e interferencias
del sorbente .Por un mecanismo de

intercambio idnico.

Remueve interferencias retenidas por
interacciones hidrofébicas. Se puede
usar como elucién de compuestos

basicos o neutros.

Remueve las particulas acidas

Concentra la muestra ademas de tener

la posibilidad de cambiar de disolvente.

A504
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3.9Validacion.

3.9.1 Validacién del sistema.
3.9.1.1 Linealidad.
La linealidad se demostro al preparar dos curvas patrén con cinco puntos, a partir

de una solucioén estandar.

3.9.1.2 Precision.,
La precision se expresa en términos de coeficiente de variacion (%CV), se

determiné con los datos de linealidad

3.9.2 Validacion del método.
El método analitico se evaluo con los siguientes parametros analiticos de acuerdo

con lo especificado en los Procedimientos Normalizados de Operacion (g Yy la
NOM-177-SSA1-1998 (23
Todas las muestras utilizadas para cada paso de la validacion fueron procesadas

de acuerdo con la optimizacién del método de extraccion.

3.9.2.1 Selectividad.

Se evalud la estructura quimica de la Casiopeina lllia, postulando las diferentes
rutas de degradacién; estas pruebas se realizaron como complemento de un
trabajo anterior de tesis de Licenciatura (zg), por lo que se utilizo las condiciones
cromatograficas de dicho trabajo, donde se evalué la estabilidad ante diferentes

estados de estrés como son (1. Pruebas descritas en el Anexo

a) Hidrdlisis acida.
b) Hidrdlisis basica.
c) Fotdlisis.

d) Oxidacion.

Ademas se analizaron las posibles interferencias como son los precursores de
sintesis como

a) [Cu (acac), .

b) [Cu (4 4dimenl — 2 2bipiridina), 2+.
I 2
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Y un probable metabolito como es

a) [Fe (44dimenl — 2 2bipiridina ), 2+ (34).

3.9.2.2 Linealidad.
La linealidad se demostro al preparar tres curvas patron de Casiopeina lllia en

orina, a partir de la misma solucién estandar el analisis fue realizado un mismo dia

bajo las mismas condiciones de operacion.

3.9.2.3 Precision.,
La precision se evalué por medio de: repetibilidad y reproducibilidad. Para

evaluar estos pardmetros: se analizaron por quintuplicado los puntos control en
orina; determinando el promedio, desviacion estandar y % de coeficiente de

variacion.
3.9.2.3.1 Repetibilidad (dia 1): La repetibilidad fue analizada en un mismo dia.

3.9.2.3.2 Reproducibilidad (dia 2): Se analiz6 en un segundo dia la misma

cantidad de puntos control de la misma manera que el dia 1.

3.9.2.4 Exactitud.
La exactitud se evalu6 con los datos de repetibilidad y reproducibilidad, al realizar

el célculo % de desviaciéon absoluta,

ralor nommal — valor experimental
o Desr absoluta x 10C

¥ ¥y
Ly rarrnacriqas

i Desviacion Estandar

" . —~ — A r

W Coeficiente de variacion(% CV) x 10C
promedio

3.9.2.5 Limite de deteccidn
El limite de deteccidn se determind con la concentracion en la cual la sefial del

compuesto por analizar en la matriz biolégica puede distinguirse de los niveles de

ruido o de una muestra libre del compuesto de interés.

9
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3.9.2.6 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion es la menor concentracién del analito que puede
determinarse con precision y exactitud en las condiciones establecidas. Se analiz6

por quintuplicado la concentracién méas baja del intervalo de trabajo (3 pg/mL).

3.9.2.7 Estabilidad
Se evalué la estabilidad del compuesto en muestras de concentracién conocida en

la matriz bioldgica.

3.9.2.7.1 Congelacion.
Se preparo6 por duplicado puntos control en orina, se realizo 1 ciclo congelacién -

descongelacion a -20°C antes de analizar las muestras.

3.9.2.7.2 Temperatura ambiente.
Se analiz6 una primera serie (5,15 ,25 yg/mL) de puntos control a temperatura
ambiente. Dos series de puntos control mas se analizaron a las 4 horas y otras

dos series de puntos control a las 24 hrs.

3.9.2.8 Recobro (Recuperacion absoluta).

Puntos control por triplicado de Casiopeina lllia en orina, los cuales e sometieron a
un proceso de extraccion y se analizaron para determinar su respuesta. De igual
manera se inyectaron por triplicado los puntos control en solucién y se determiné

Su respuesta.

Los valores obtenidos de las muestras se compararon entre si determinando el

porcentaje de recobro absoluto.
Respuestu de la muestra

:\_' eru,}vrn“}r‘\lr!'u.'n A, 1(\('
' ¥ :
Respuesta de la solucion

3
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3.10 Curvas.

Tabla 3.2 Curvas de calibracion de Casiopeina lllia.

Volumen en WL de

Concentracion de Aforar a1l mL
_ _ alicuota de solucién de
Casiopeina lllia en pg/mL _ _ volumen en pL
casiopeina lllia [50 pg/mL]
3 60 940
6 120 880
12 240 760
24 480 520
30 600 400

Este disefo se utilizé en la preparacion de curvas de Casiopeina lllia en agua y en orina.
Las alicuotas descritas estan tomadas de la soluciones de Casiopeina lllia con

concentracion de 50 yg/mL en agua u orina, segun el caso.

Tabla 3.3 Puntos control.

Volumen en WL de

Concentracion de alicuota de solucion Aforar a ImL
Casiopeina lllia en pg/mL Casiopeina lllia volumen en pL
[50 pg/mL]
5 100 900
15 300 700
25 500 500

Este disefo se utilizé en la preparacion de puntos control de Casiopeina lllia en agua y
en orina. Las alicuotas descritas estan tomadas de la soluciones de Casiopeina lllia con

concentracion de 50 yg/mL en agua u orina segun el caso.
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3.11 Estudio preliminar.
Una vez validado el método se procede a hacer un estudio preliminar, donde se

prueba su eficiencia en el analisis de muestras urinarias obtenidas de la

administracién intravenosa de casiopeina lllia en ratas macho.

5 ratas Wistar Macho ( peso 250-3179) 1
permanecieron en ayuno por 8 horas con agua
ad ‘bitum antes de la administracion. )

2 ratas como control 3 ratas prueba

administrar agua inyectable administrar Casiopeina lllia
- dosis de 4 mgkg

Recoleciar muestras unnanas

y procesarias con el metodo ya
validado

Figura 3.2 Diagrama de trabajo del estudio preliminar, para la cuantificacion de

casiopeina lllia en orina.
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Resultados

4.1 Desarrollo del método cromatogréfico.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la casiopeina lllia condujeron al desarrollo
de un nuevo método por cromatografia fase reversa, tomando como base los

trabajos realizados sobre este tema. (33 (34
4.1.1 Longitud de onda méaximo.

Con los ensayos de estabilidad de la casiopeina lllia en diferentes soluciones
amortiguadoras, se hicieron varios barridos los cuales arrojaron que el maximo de

absorcién adecuado para su medicién con un detector UV es 296 nm.

1o nm vs Abs
1
0.8
-g 0.6 2%6, 0-52
<
0.4
0.2 t
0
0 100 200 300 400
longitud de onda nm

Figura 4.1 Espectro en UV de Cas lllia en solucién amortiguadora de fosfatos pH=8. Barrido
de Casiopeina lllia [100 pg/mL], en solucién amortiguadora de fosfatos 0.01M pH=8, en un
espectrofotdmetro en la region UV. Observando un maximo de absorciéon de 296 nm. Datos en el
anexo |I.

4.1.2 Fase movil.

Una molécula que es ionizable esta influida directamente por la variacion del pH
ya que en las proximidades del pKa el pico puede presentar asimetria debido a
la presencia simultanea de las dos especies. Esto se puede solucionar con el
ajuste del pH para que la molécula no este ionizada.

Se hicieron ensayos en donde se observaba el comportamiento de la casiopeina
lllia en diferentes valores de pH, concluyendo que el pH éptimo de trabajo de la

fase mévil es de pH=8 ya que la respuesta obtenida con el detector UV es mas

2 40
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mayor que con las soluciones amortiguadoras con otro valor de pH. Ademas de
gue la concentracion de los fosfatos debe ser pequefia, ya que pueden llegar a
coordinarse con la casiopeina, la concentracibn adecuada de solucion

amortiguadora es 0.01 M.

Una vez determinado el valor del pH la solucién amortiguadora las proporciones

de ésta y el modificador dependen de la optimizacion del sistema.
4.1.3 Columna.

Una vez determinada la fase movil se procede a la seleccion de la columna (fase
estacionaria) adecuada. La mayoria de las columnas son poco tolerantes a los
cambios bruscos de pH; la eleccion fue restringida por este factor. Ademas se
probaron columnas con diferentes tamafios de particulas y longitudes
obteniendo mejores resultados con: Xterra RP18 ® Waters ,250x4.6 mm, 5 uym.

gue tiene como matriz C18 con un intervalo de pH (2-12).
4.1.4 Temperatura.

Para evitar ruido por variaciones; la temperatura se mantuvo constante a 25 °C

ademas que la casiopeina lllia no es estable a altas temperaturas.

4.2 Optimizacion.
Una vez determinadas la fase mévil y la fase estacionaria, debe optimizarse el

método cromatogréfico.
4.2.1 Proporcion del modificador en la fase movil.

Se probaron varias proporciones hasta encontrar la mas adecuada para el
analisis; que resulté ser de 40 % de Metanol (modificador) y 60 % de solucion

amortiguadora de fosfatos.
4.2.2 Velocidad de flujo.

Al hacer las pruebas de las proporciones también se probaron diferentes

velocidades de flujo obteniendo que la mas adecuada fue de 1 mL/min.
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4.2.3 Volumen de inyeccion.

Una vez adecuando la velocidad de flujo se evaluaron diferentes volimenes de
inyeccion (50,20 y 15 pyL) obteniendo un volumen 6ptimo de 20 pL ya que se

obtiene picos bien definidos y con una resolucion adecuada.
4.2.4 Estandar interno.

Considerando las condiciones cromatograficas y tomando en cuenta las
propiedades fisicoquimicas de estandares disponibles (Clorhidrato de ranitidina,
Nizatidina, propilparabeno y Metilparabeno) se hicieron varias pruebas para
encontrar el estandar adecuado asi como su concentracion Optima (se probaron

15,10,5, 2.5y 1ug/mL . Dando como resultado Metilparabeno 2.5 pyg/mL.

Tabla 4.1 Condiciones cromatograficas optimizadas.

Fase estacionaria | Columna Xterra RP18 ® Waters ,250x4.6 mm, 5um.

Fase movil Metanol HPLC / Solucién amortiguadora de fosfatos 0.01M
pH 8 (40/60)
Flujo 1 mL/min.

Longitud de onda | 296 nm.

Estandar interno Metilparabeno 2.5 ug/mL

Volumen de | 20 pL.

inyeccion

Tiempo de corrida | 10 minutos.

Precolumna Security guard Phenomenex C18, 50x 4.6 mm, 5 ym.
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4.3

Optimizacion del proceso de extraccion.

El sorbente de los cartucho Oasis MAX pueden ser utilizados en un rango de pH

de (0-14) por lo que puede ser optimizado dependiendo del pH 6ptimo del analito.

Por las caracteristicas fisicoquimicas de la Casiopeina lllia y las caracteristicas

de la matriz:

Se utilizaron cartuchos Oasis MAX de 1 mL con 30 mg de sorbente.

La orina de rata macho es la matriz de la cual se extrae la casiopeina lllia.
El método es efectivo en forma indistinta entre géneros de rata.

La muestra no se acidifica; pues la casiopeina lllia no es estable a pH
bajos. El pH de la muestra de orina oscilaba entre 6-7 lo que permitia que
la molécula estuviera disociada para poder interactuar con el sorbente.

Se adecu0 el volumen de la muestra, ya que las muestras de orina de rata
son de poco volumen, se probaron 1mL, 500 y 250uL de muestra.

Se adecuaron también los volimenes de lavados con acetato de sodio y
acido fosforico. Utilizando 500 yL y 1 mL respectivamente.

La casiopeina lllia eluye con metanol esto es tiene un caracter basico o
neutro elucion 1.

Como el analito de interés se recupera en la elucién 1; la elucion 2 se

realiza solo como un lavado mas.
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Acondicionamiento Acondicionamiento
del cartucho1mL —> 1 mL de agua
de MeOH desionizada
|
v
Lavado1.
muestra 5| 500 pl de acetato
500 pL de orina de sodio 0.05 M en
5 % de MeOH
|
v
g . Adicion de 10 pL de
Elucién 1: . metilparabeno
990 pL de MeOH 250 pig/mL
|
v
- Analizar las areas
Inyeccion de 20 plL 5 :
en el cromatografo ge '93135? do

Figura 4.2 Tratamiento de muestras de orina de rata con los cartuchos Oasis

MAX
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4.4 Validacion

4.4.1 Linealidad del sistema

Tabla 4.2.Resultados de la linealidad del sistema

Concentracién

' de, ' R Factor de_ respuesta
Casiopeina lllia Concentracién/respuesta
Mg/mL

3 0.1402 4.6721
6 0.2924 4.8738
12 0.5760 4.7998
24 1.1447 4.7696
30 1.4319 4.7731
0.1362 4.5395
0.2853 4.7546
12 0.5701 4.7510
24 1.1295 4.7062
30 1.4323 4.7744
promedio 4.7414
DE 0.0888
%CV 1.8718

Resultados obtenidos en la prueba de linealidad de sistema utilizando casiopeina lllia en solucién
y el método de extraccion optimizado. Factor de respuesta (concentracion/ relacién de areas)

Linealidad del sistema

— =R
=R
40
Serie R2 . Serie R1
y = 0.085x- 0.006 [Cas lllia] pg/mL y = 0.086x- 0.000
Rz=0.999 Rz=0.999

Figura 4.3 Gréfica linealidad del sistema. Representacion grafica de R vs Concentracion de
Casiopeina lllia [Cas lllia], donde R es el cociente del area de Cas lllia entre area del
Metilparabeno en solucién.
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4.4.2 Linealidad método

Tabla 4.3 Resultados de la linealidad del método

Concentracion Curval Curva2 Curva3

de (;asiopeina R R R PROMEDIO DE %CV
lllia pug/mL

3 0.0506 0.0457 0.0474 0.0479 0.0025 5.16
6 0.1044 0.1097 0.1047 0.1063 0.0030 2.81
12 0.2413 0.2585 0.2599 0.2532 0.0104 4.09
24 0.6181 0.6356 0.6397 0.6311 0.0115 1.82
30 0.7493 0.7217 0.7217 0.7309 0.0159 2.18
r 0.9970 0.9955 0.9950
r2 0.9940 0.9910 0.9900

Resultados obtenidos utilizando el método de extraccién y método cromatografico optimizados en
el procesamiento de tres curvas de Casiopeina lllia en pool de orina de rata macho. Donde R es el
cociente entre el &rea de la cas llliay el area del Metilparabeno

08 Linealidad del método
0.7 =
0.6
0.5
x 0.4
0.3
0.2 —R
0.1 ——Rz—
__R T
O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
[caslllia] pg/mL
R1 R2 R3
y=0.026x - 0.050 y=0.026x - 0.041 y=0.026x - 0.042
R2=0.004 R2=0.991 R2=0.990

Figura 4.4 Gréfica de linealidad del método. Representacion grafica de R vs Concentracion de
Casiopeina lllia [Cas lllia], donde R es el cociente del area de Cas lllia entre area del
Metilparabeno en solucién.
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4.4.3 Precision

4.43.1 Repetibilidad

Tabla 4.4 Resultados de repetibilidad.

No. réplica | Punto control bajo 5ug/mL | Punto control medio 15pug/mL | Punto control alto 25ug/mL
Concentracion Concentracion Concentracion
Experimental Experimental Experimental

Mg/mL Mg/mL Mg/mL

1 4.95 1551 24.24

2 4.90 14.76 23.88

3 5.53 17.13 25.59

4 5.62 18.92 23.30

5 5.25 15.33 22.73
Promedio 5.25 16.33 23.95
DE 0.33 1.69 1.08
%CV 6.28 10.36 4.52

Resultados obtenidos del procesamiento de los puntos control de Casiopeina lllia en
orina .Cada concentracion fue calculada interpolando las respuestas en una curva
realizada el mismo dia del analisis.

4.4.3.2

Reproducibilidad

Tabla 4.5 Resultados de reproducibilidad.

Dia de
andalisis

No.
réplica

Punto control bajo
5pg/mL

Punto control medio
15pg/mL

Punto control alto
25ug/mL

Concentracion
Experimental

Concentracion
Experimental

Concentracion
Experimental

pg/mL pg/mL pg/mL

Dial 1 4.95 15.51 24.24
2 4.90 14.76 23.59

Dia2 3 5.01 12.81 22.37
4 4.89 12.74 21.08

Dia 3 5 5.56 13.62 22.81
6 5.44 13.08 22.63

promedio 5.12 13.75 22.79

DE 0.30 1.14 1.08

%CV 5.81 8.28 4.75

Resultados obtenidos del procesamiento de los puntos control de Casiopeina lllia en
orina en diferentes dias de trabajo .Cada concentracién fue calculada interpolando las
respuestas a una curva realizada el dia del anélisis.
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4.4.4 Exactitud

Tabla 4.6 Resultados de exactitud del método.

Punto control bajo Punto control medio Punto control alto 25ug/mL
No 5ug/mL 15pug/mL
réplica Concentracion Concentracion Concentracion
Experimental % DEA Experimental % DEA Experimental %DEA
Mg/mL Mg/mL Mg/mL
1 4.95 1.03 15.51 3.39 24.24 3.05
2 4.90 2.05 14.76 1.61 23.59 5.65
3 5.01 0.21 12.81 14.63 22.37 10.53
4 4.89 2.30 12.74 15.06 21.08 15.67
5 5.56 11.20 13.62 9.19 22.81 8.75
6 5.44 8.86 13.08 12.77 22.63 9.49
7 5.53 10.69 17.13 14.17 25.59 -2.35
8 5.62 12.47 18.92 26.11 23.30 6.81
9 5.25 5.08 15.33 2.23 22.73 9.09
promedio 5.24 5.99 14.88 1.57 23.15 7.41

Se procesaron por duplicado los puntos control en pool de orina de rata. Cada concentracién fue
calculada interpolando en la curva que se prepar6d el mismo dia. Ademas se calcul6 la DEA

445 Limite de deteccidn.

El método permite detectar hasta una concentracién de 1.5 pug/mL.

4.4.6 Limite de cuantificacion.

Tabla 4.7 Resultados del limite de cuantificacion

Concentracién

Réplica R experimental

Mg/mL

Concentracién 1 0.04 3.56
nominal 2 0.05 3.52
3ug/ml 3 0.05 3.33

4 0.05 3.40

5 0.04 3.13

Promedio 0.05 3.39

DE 0.004 0.17

%CV 8.82 5.06

Resultados obtenidos del procesamiento por quintuplicado de muestras de orina con una
concentracion de Casiopeina lllia de 3 ug/mL en orina para determinar el limite de cuantificacion.

Donde R es el cociente entre el area de la cas llliay el area del Metilparabeno

48

[



Resultados

4.4.7 Estabilidad

4.4.7.1 Estabilidad a Temperatura ambiente

Tabla 4.8 Resultados de estabilidad de las muestras atemperatura ambiente

Concenvacion || concenwacin | Concentacer

ug/mL Réplica inicial A hEe %DEA 12 Femes %DEA

ug/mL pg/mL pg/mL
1 5.56 4.02 19.69 3.45 31.10
° 2 5.44 4.40 12.04 3.23 35.32
Promedio 5.50 4.21 15.86 3.34 33.21

DE 0.08 0.27 0.15
1 14.83 10.87 27.53 9.24 38.37
15 2 14.76 10.07 32.89 9.54 36.38
Promedio 14.80 10.47 30.21 9.39 37.37

DE 0.05 0.57 0.21
1 25.83 19.73 21.06 14.21 43.15
25 2 24.24 19.44 22.25 13.99 44.05
Promedio 25.04 19.59 21.65 14.10 43.60

DE 1.13 1.13 1.13

Resultados obtenidos por el procesamiento de puntos control en orina; los cuales
fueron procesados después de haber permanecido 4 y 12 horas a temperatura

ambiente; esto con el fin de evaluar la estabilidad de la muestra en la matriz

biologica (orina).

Las muestras procesadas después de 4 horas presentaron 75.18 % de
recuperacion de la muestra asi como las muestras procesadas después de 12 hrs

presentaron el 60.1873% de recuperacion de la muestra.
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4.4.7.2 Ciclos de congelacion

Tabla 4.9 Resultados de estabilidad de muestras en ciclos de congelacion

Concentracién | Concentracion

Concentracion Réplica Experimental Recuperada | %DEA
Hg/mE pg/mL pg/mL
1 5.56 3.40 31.96
5 2 5.44 3.55 28.94
promedio 5.50 3.48 30.45
DE 0.08 0.11
1 14.83 9.59 36.06
15 2 14.76 8.63 42.48
promedio 14.8 9.11 39.27
DE 0.05 0.68
1 25.83 15.83 36.67
o5 2 24.24 15.91 36.35
promedio 25.04 15.87 36.51
DE 1.13 0.06

Resultados obtenidos por el procesamiento de los puntos control en orina, expuestos a 1 ciclo de
congelacion para evaluar la estabilidad.

4.4.8 Recobro

Tabla 4.10 Resultados de recuperacion absoluta de muestras en orina

Concentracion | Concentracion recuperada en

nominal pg/mL % Recobro
pg/mL Solucién Orina

5.02 4.81 95.86
5 5.45 453 83.12
5.07 5.01 98.91
promedio 5.18 4.79 92.63
14.66 14.78 100.77
15 13.91 12.35 88.78
14.26 12.81 89.81
promedio 14.28 13.31 93.23
22.40 18.56 82.85
25 21.59 21.27 98.48
21.88 22.37 102.24
promedio 21.96 20.73 94.41
Promedio total 93.42
DE 6.38

Datos obtenidos de la comparacion de muestras de cas lllia en solucién con muestras de cas

lllia en orina para determinar cual es el recobro del método desarrollado.
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449 Selectividad

Figura 4.5 Cromatograma de Casiopeina lllia en solucién. Resultado del procesamiento de
cas lllia en MeOH; con el método extraccion desarrollado. Donde la cas lllia tiene un tr=3.5miny
el Metilparabeno tr.=7.6min.

Figura4.6 Cromatogramade [¢m {acac),” en MeOH. Resultado del procesamiento de una
muestra de {{n {ar3c),” en solucion ademas del Metilparabeno.
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!

Figura 4.7 Comparacion de cas lllia en MeOH con de [ (sr3c),” en MeOH. Se observa el
mismo tiempo de retencion para Cas lllia (tr=3.5) y para [ (arze) . (tr= 3.5). En presencia del
estandar Metilparabeno (ir=7.6).

tr=35

caslilia
Figura 4.8 Cromatograma de [ (4 4timerti — ' "mpinding ), - * en MeOH. Cromatograma
resultado de un procesamiento de [{n (4 4dimerii — ! ‘mpinding ), ” % en solucién donde no se

observa ninguna sefal solo la sefal del estandar Metilparabeno tr=7.62
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libgo Ny .

r=35
caslllia

Figura 4.9 Cromatograma de |[Fe (4 4dmmenl — * ?hipsrsding | *en MeOH. Resultado del
procesamiento de muestra [Fe (4 4timenl — 2 Jhipinding ), 2* Se observa gue no presenta ninguna
sefial en el tiempo de retencion de la Cas lllia.

Cas ITTia Metilparabeno

A

Figura 4.10 Cromatograma de blanco de orina de rata macho. La presente figura representa el
resultado del procesamiento de un blanco de orina de rata macho donde los picos con tiempo de

retencién 2.58, 4.48 y 5.68 corresponden a componentes enddgenos de la orina y el estandar

Metilparabeno con un tiempo de retencién de 7.675 min.
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t Tesd 5
! Caslllia

Metilparabeno
Tre78

Figura 4.11 Cromatograma de casiopeina lllia en orina. La Casiopeina lllia en orina se
observa enun tiempo de retenciéon de 3.5 min., igual que en solucion.

s Tl 6

» (Cu (acac) ) Metilparabeno

Figura 4.12 Cromatograma de [Cu lscae '3" en orina. El [Cu lecac '3"  enla orina tiene un

tiempo de retencion de 3.5 min. igual que en solucién. La casiopeina lllia tiene el mismo tiempo de
retencién como se observa en la Figura 4.11, por lo que el método no es selectivo para

r | \ "
iCu lecac iy |
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4.5 Ensayo preliminar con ratas

Después de haber administrado las ratas con casiopeina en agua inyectable con
una dosis de (4 mg/Kg peso), se adecué el tiempo de muestreo para obtener el

volumen necesario para su analisis con el método ya validado.

Los tiempos de muestreo se adecuaron de acuerdo con el volumen obtenido como

se indica en la tabla 4.11.

Tabla 4.11 Tiempos de muestreo y volumen recolectado en el ensayo preliminar.

Volumen de orina recolectado (mL)

Rata 3h 4h 7h 12 h 24h s | e
total
Control 1 I — I — 1.25 1 3.25
Control 2 | 055 05 YR — 2.0 0.9 4.45
Rata 1 05 0.6 1 75 2.10 15 5.7
Rata 2 0.6 05 1 15 1.75 0.8 6.15
Rata 3 0.8 05 1 3.75 1 1.3 8.35

Volumen de orina obtenido de cada rata después de su administracion; los tiempos de muestreo se
fueron variando en funcion de el volumen de orina obtenido. Cabe mencionar que las ratas
administradas con la Cas lllia eran las mas grandes.

Rata control

tra?.?

matiiparabanc
tr=3.5

conlillin

()

Figura 4.13 Cromatograma de rata control en el ensayo preliminar. Resultado de las
muestras de rata control a tiempo 3 hrs donde se observa claramente la ausencia del pico
caracteristico de la Casiopeina lllia al tr= 3.5 min.
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Una vez analizadas las muestras urinarias de las tres ratas pruebas se observo,
una coloracion rojiza en la orina (figura 4.14), y una sefial en el tiempo de
retencion 3.5 min. (tr. caracteristico de la casiopeina lllia) en los tiempos de

muestreo 3 horasy 7 horas (figuras 4.14 y 4.15).

Figura 4.14 Color de la muestras de orina de las ratas del estudio preliminar.; donde A
representa la rata 1, B rata 2 y C rata 3 en donde se observa que se presenta hematuria.

Al ad A |
4 metilparabeno

| Ve 807
: coniliia

L) —

Figura 4.15 Comparacion entre el blanco de orinay la muestra de t=3 hrs de larata 2. Es una
comparacion del cromatograma de una muestra de orina blanco de la rata 2 con el cromatograma
de la orina de la rata 2 al tiempo 3 hrs sobrepuestos; donde se observa claramente la presencia
del pico caracteristico de las Cas lllia aunque fuera del alcance de cuantificacion.
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Tr=3 807
casliilina

s)

Trers
Metilparabeno

Figura 4.16 Comparacion entre el blanco de orinay la muestra de t=7 hrs de la rata 3. Es una
comparacion del cromatograma del blanco de orina de la rata 3 con el cromatograma de la orina

de la rata 3 al tiempo 7 hrs sobrepuestos; donde se observa claramente la presencia del pico

caracteristico de las Cas lllia aunque fuera del alcance de cuantificacién.
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Analisis de resultados

5.1 Anadlisis de resultados

5.1.1 Desarrollo del método cromatografico.

Para el desarrollo del método cromatografico se retomaron los resultados de los
estudios de estabilidad de la Casiopeina lllia en disolucién a diferentes valores
de pHC? @Y ¢ |os cuales nos proporcionaron las herramientas necesarias para

crear un método cromatografico donde se obtuviera una mejor sefial.

En la tabla 5.1 se hace una comparacion del presente trabajo con el método
desarrollado anteriormente ©Y donde se observan las diferencias. Cabe mencionar
gue el cambio del valor del pH de la fase maovil derivé a la optimizacién de las
demas condiciones cromatograficas. Sobre este aspecto se debe sefialar que la
Casiopeina lllia es susceptible a los cambios de pH por su condicion de
compuesto ionizable “9: asf como a la coordinacién de grupos fosfatos; sales
utilizadas en la elaboracién de las soluciones amortiguadoras, por su condicion de
compuesto de coordinacién ©”; se hicieron los ensayos necesarios para encontrar

la concentracion adecuada para el analisis.

La optimizacion del método permitid reducir el volumen de inyeccién y el tiempo
de analisis como las aportaciones mas claras. La disminucién del volumen de
inyeccion fue importante para que el pico de interés tuviera una mejor definicién,
pues se debe tomar en cuenta que al aumentar el volumen de inyeccion por

encima de 20 pL el pico tiende a ensancharse.*”

Metigarobons ; e LN
Tes T8 min

Cormmymeme e
Tr= 20 s

Figura 5.1 Estructuras quimicas de la Casiopeina lllia y el Metilparabeno indicando los tiempos de retencion
en el método desarrollado.
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Tabla 5.1 Cuadro comparativo de condiciones cromatogréaficas.

Método anterior

Método desarrollado

Fase estacionaria

Fase movil

Flujo

Longitud de onda
Estandar externo
Volumen de
inyeccion
Tiempo de corrida

Precolumna

Tiempo de
retencion de

Casiopeina lllia

Columna Hypersil Elite C18,

250%x4.6 mm,5 ym.

Metanol/Solucién amortiguadora de

fosfatos 0.01 M pH 6.7 /

Hexansulfonato de sodio (0.05 M)

(35/65/5)

0.8 mL/min

274 nm

Clorhidrato de
ranitidina 5 pg/mL
Tr=10.6min.

50 pL

13 min

Security guard
Phenomenex C18,
50 x 4.6mm, 5 ym

6.8 min.

Columna Xterra RP18 ®
Waters ,250x4.6 mm, Sum.

Metanol / Solucion
amortiguadora de fosfatos
0.01 M pH 8 (40/60)

1 mL/min
296 nm.
Metilparabeno 2.5 pg/mL
Tr=7.6 min.
20 pL

10 minutos.

Security guard
Phenomenex C18,
50x 4.6 mm, 5 ym

3.5 min.

Cuadro comparativo de las condiciones cromatograficas del presente trabajo con el realizado por Q.F.B.

Irma E. Gémez ©V.

Ademas de las ventajas con lo que se refiere a tiempo de andlisis se amplio el rango de

concentraciones de trabajo ©? ®® pues el método cromatografico es capaz de cuantificar

Casiopeina lllia en solucién desde 750 ng /mL.

Esto derivé en el disefio de un método de extraccién de muestras en matriz bioldgica que

nos permitiera mantener las claras ventajas obtenidas.
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5.1.2 Desarrollo del método de extraccion.

Para el analisis de muestras biolégicas es necesario obtener muestras limpias
para que los componentes enddgenos de la matriz bioldgica (suero, sangre, orina,

entre otras) no interfieran con los picos de interés.

La presencia de los compuestos enddgenos de la orina, los cuales tenian una
sefial muy alta que ocultaban la sefial de la Casiopeina?, marcaban la necesidad
de aplicar un método de extraccidon mas eficiente; sin embargo las caracteristicas
fisicoquimicas de la Casiopeina lllia limitaban la utilizacion de muchos de estos
métodos pues utilizan técnicas que rompen la molécula; lo que complicaban su

extraccion.

Durante la busqueda del método de extraccion de la Casiopeina lllia en orina de
rata se probaron distintos métodos desde filtracion, salting out, donde se agregaba

Zn50,, hasta un analisis cromatografico por gradientes los cuales no

proporcionaron ninguna mejoria.

Al realizar la investigacion bibliografica y con la sugerencia del M. en C. Luis
Garcia se decide probar la Extraccion Fase Sélida (SPE) técnica que cada dia
adquiere mayor importancia ya que ofrece diferentes y variados tipos de

cartuchos para las necesidades especificas de diferentes andlisis.

Tomando en cuenta las propiedades fisicoquimicas de la molécula vy las
caracteristicas de la matriz biolégica (orina); se realizaron ensayos en los cuales
se probaron cartuchos de naturaleza anidnica y cationica. De los cuales los
cartuchos aniénicos cumplieron con las necesidades de la extraccion de

Casiopeina lllia en orina de rata.

Tomando como guia las sugerencias de uso de los cartuchos Oasis MAX ) se

modificaron y adecuaron éstas para la optimizacion del método de extraccion.

% Observar figuras en el Anexo.
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Algunas de las observaciones sobre el método de extraccion son:

* No hay diferencias significativas entre género (hembra y macho) se puede
utilizar indistintamente la orina, tomando en cuenta que era una de las
limitantes mencionadas en el método anterior ©®.Ya que se hicieron pruebas
con muestras de orina de rata macho y rata hembra comparando los

resultados.

* Para que el andlisis sea eficiente el volumen de orina necesario; es menor
que el requerido anteriormente®?©¥; este fue adecuado por que el volumen

de orina de rata que se puede obtener es limitado.

* Uno de los requerimientos para el uso de los cartuchos es que la muestra
debe estar disociada, esto permite que la casiopeina interactué con el
material de relleno. Los métodos recomendados son agregar acido o base
segun sea el caso; en nuestro analisis no fue necesario pues la casiopeina
lllia en solucién (agua) se encuentra disociada. Esto fue comprobado en
pruebas donde se mantenia la Casiopeina lllia en metanol y al hacer al
proceso de extraccion por SPE salia completamente sin interaccionar con el

sorbente.

* La Casiopeina lllia tiene una interaccion hidrofébica con el material de

relleno; lo que le permite salir al adicionar el metanol (elucion 1).

* Elvolumen para la elucion 1 debe ser por lo menos el doble del volumen de
la muestra; para poder considerar que la Casiopeina sale del material de
relleno. Esto se determind después de hacer pruebas con diferentes

volumenes de lavado.
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* Lo anterior implica que la sefial de la Casiopeina lllia esta afectada por un
factor de dilucion. Esta condicién no pudo ser eliminada por que al probar la
técnica de concentracion de muestra la casiopeina desaparecia, o que nos
demuestra que la molécula no es estable en las condiciones de
concentracién®. Una de las posibles mejoras de este método es encontrar las
condiciones adecuadas de concentracion de la muestra esto ampliaria el

rango de analisis y se mejoraria el limite de deteccion.

e Oftra limitante es que se recomienda que el cartucho Oasis MAX sea
utilizado solo una vez; esto se comprobd ya que al hacer las pruebas con
cartuchos reutilizados en la extraccion aumentaba las areas tanto de los
picos representantes de los componentes enddgenos de la orina como de la
casiopeina. Lavandolo adecuadamente se puede utilizar dos veces el

cartucho. Lo que incrementa el costo del analisis.

5.1.3 Validacion.

Una vez optimizado tanto el método cromatografico como el método de extraccion
se continué con la validacién para documentar la eficiencia del método. Los
resultados obtenidos en la validacion se resumen en la tabla 5.2 donde se

pueden comparar con los criterios de aceptacion ®® 9

. Lo que nos permite
observar que el método validado cumplié con las especificaciones salvo algunos

puntos a comentar.

% Se utilizé un bafio con aditamento especial que permite pasar un flujo de nitrégeno. El bafio no

excedio los 40 °C y la evaporacién no duro mas que 2 min.
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Siguiendo los resultados representados en la tabla 5.2; la estabilidad de la muestra
en condiciones de almacenamiento (tanto en temperatura ambiente como en
congelacién) no resulto satisfactoria ya que al analizar las muestras mostraban
clara disminucion de la sefial de Casiopeina lllia; por lo tanto la muestra de
Casiopeina lllia en orina no es estable desde las 4 horas de exposicion. Lo que
nos lleva a pensar que tal vez la presencia de los componentes de la orina, que en
su mayoria son sales® y por las caracteristicas de los compuestos de
coordinacion, casiopeina lllia, podrian llegar a coordinarse; con esto la sefal
disminuiria por la formacién de otro compuesto no identificado y no reconocido
por el método de deteccidn. Por lo que es recomendable analizar inmediatamente

las muestras.

Tabla 5.2 Resultados de la validacion vy criterios de aceptacion.

Parametro de validacién. Criterio de aceptacion Resultados

Linealidad de sistema
Precision del sistema
Linealidad del método
Repetibilidad
Reproducibilidad 'Y S 1% 9% (4.75-8.28) <15%
Exactitud DEA< 15 % (4.27-9.44)< 15%
% Recobro No necesario 100% Promedio
Solo repetible 93.42 %
Limite de cuantificacion %CV=<20 % CV=5.06 <15%
Estabilidad a 4 horas DEA< 15 % DEA=30
temperatura ambiente 12 horas DEA< 15 % DEA=30

Estabilidad en ciclo de congelacién DEA< 15 % DEA=30
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Ademas de la estabilidad de la muestra, otro parametro importante de la

validacion a comentar es la selectividad del método.

* Pruebas en condiciones de estrés.

1. De las pruebas en condiciones de estrés; se puede comentar que la muestra
no es estable en condiciones acidas, basicas y de oxidacion como se
observa en el Anexo |. Ninguna de estas condiciones sefialan picos de
interferencia con la sefal de casiopeina lllia, aunque se observa una clara
disminucion de la sefal.

* Posibles interferencias.

1. El [€ui4 4dimeril — 2 ?hipiridina), 2 como se observa en el Figura 45 no

presenta ninguna sefal, lo que nos indica que el método cromatografico
utilizado no es capaz de detectarlo.

2. El [Fe(4 4dimenl -2 2hipiridina),|?* como se observa en el Figura 4.6

aparecen sefiales que no interferirian con la sefal de la casiopeina lllia;
ademas se observa que el pico no esta definido por lo que se infiere que el
meétodo cromatogréfico utilizado no es el adecuado para su analisis.

3. El [tuiaca’, como se observa en el Figura 4.3 presenta el mismo tiempo de

retencion de la casiopeina lllia (3.5 min.); esta comparacion se observa en el
Figura 4.4 lo que nos lleva a afirmar que el método no es selectivo para el

cobre acetilacetonato (ICu(acac), ).Estas caracteristicas se presentan

también en los resultados obtenidos con las muestras de orina; como se

observan en las figuras 4.8y 4.9.

Con lo anterior se puede decir que el método es selectivo para la

Casiopeina lllia; ya que solo la sefial de (I€ulacac)s ) interfiere con la sefial de

casiopeina; y este es un subproducto de sintesis.
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5.1.4 Ensayo preliminar con ratas.

El método permitié detectar una sefial de lo que se infiere es Casiopeina lllia
(figura 4.15 y figura 4.16) en un tiempo de retencién de 3.5 min; pero el area de
esta sefal es de menor concentracion que la detectable con este método. Esto da
como resultado que el método desarrollado sirve como un ensayo cualitativo y
no cuantitativo ya que el rango de trabajo no es el adecuado para la cuantificacion
de casiopeina lllia en la orina. Por lo que no se pudieron obtener datos
farmacocinéticos. Pero la presencia de casiopeina lllia inalterada puede contribuir

a conocer el comportamiento de esta en el organismo.

Como la cantidad de Casiopeina lllia inalterada, es muy pequefia puede estar
indicando que el resto de Casiopeina lllia puede estar unida a proteinas
plasmaticas o distribuida en otros tejidos, o probablemente se esta metabolizando

o biotransformando en subproductos.

Otro aspecto interesante es la coloracion naranja-rojizo de las muestras urinarias
obtenidas durante los primeros tiempos del muestreo, que abre la posibilidad de
la interaccién de la diimina con el fierro del organismo ®*. Esto se debe a que el
cobre y el fierro comparten muchas caracteristicas entre ellas su bioquimica
(transportadores, proteinas) ®. Ademéas como el método no es adecuado para el

analisis de [Fe (4 4dimenl — 2 2bipindina), ?*, probable resultado de esta

interaccion, figura 4.6 no se puede asegurar la presencia de este por el método

cromatografico validado.

Aungue también al correlacionar la presencia de Casiopeina lllia inalterada en la
orina de los mismos tiempos de muestreo puede llevarnos a pensar que esta
coloracion es por la presencia de hemoglobina , esto puede estar relacionado
con la accion del Cu (cobre) en el organismo; ya que este al entrar en torrente
sanguineo dafia las membranas de los eritrocitos provocando lisis intravascular,
liberando la hemoglobina lo que proporciona la coloracion rojiza a la orina.
Como no se realiz6 un andlisis de la orina por falta de suficiente volumen de

muestra, no se puede asegurar la presencia de hemoglobina en la muestra. ¢
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Pero tal vez se puedan presentar las dos posibilidades tomando en cuenta que la
sefial de la Casiopeina lllia inalterada es muy pequefia, que puede estar
interactuando con el organismo provocando la hematuria y con el fierro por la
diimina presente en la molécula. Se debe considerar que la principal ruta de
eliminacién del cobre es por heces es decir via hepatobiliar ®.Esto estaria
relacionado con el monitoreo del cobre de la casiopeina lllia, por absorcién
atémica, donde se encontré que se distribuye mayormente en higado v rifién, ©©

cabe mencionar que es un método indirecto de cuantificacion.

Tomando en cuenta lo anterior se pueden hacer observaciones para el

mejoramiento de este analisis.

* Realizar un andlisis de la orina obtenida para medir hemoglobina.
* Adecuar el método cromatografico para poder observar un pico definido de

[Fe (4,4dimenl — 2, 2bipiridina ), >* 'y asi observar la presencia de este como

metabolito.

* Desarrollar un método para la cuantificacion de Casiopeina lllia en heces y
asi saber la proporcion de eliminacion por esta via.

* Ademas de adecuar el método de concentracion para ampliar el intervalo de

trabajo y disminuir el limite de cuantificacién.
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6.1 Conclusiones.

)

Se obtuvo un método cromatografico que permiti6 una mayor sensibilidad

en el analisis de Casiopeina lllia.

Se logro desarrollar y optimizar, un método de extraccion para muestras de
Casiopeina lllia en orina, utilizando cartuchos anionicos de fase sélida; que

permitid obtener muestras mas limpias facilitando su analisis por HPLC.

Con lo anterior se amplio el intervalo de deteccion y cuantificacion de

Casiopeina lllia en muestras urinarias.

El método de extraccion para Casiopeina lllia en orina y su analisis por
HPLC, es un método lineal, exacto, preciso, selectivo con un recobro

reproducible y constante.

El método fue adecuado para la aplicaciébn en un ensayo preliminar con
ratas macho; donde se observé que el método detecta mas no permite la
cuantificacion de Casiopeina lllia inalterada, ya que la concentracion es

menor al limite inferior de cuantificacion Casiopeina lllia en orina.

A004
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6.2 Perspectivas.

Las sugerencias para continuar con la evaluacion de Casiopeina lllia en fluidos

biolégicos se presentan a continuacion.

« Sobre el presente método: encontrar las condiciones adecuadas para la
concentracion de muestras y asi poder ampliar el intervalo de analisis.

Esto es disminuir el limite de deteccion y cuantificacion.

« Por las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula podria cambiar el

detector de UV a un detector electroquimico.

+« Por la dificultad de mantener completa la molécula en las condiciones de
analisis; se sugiere que se desarrollen métodos indirectos de cuantificacion
para Casiopeina lllia en cualquier matriz biologica. Como monitorear el

cobre y utilizar técnicas analiticas adecuadas como absorcion atomica.

+« Adicionar al andlisis muestras de heces fecales para observar y comparar el
nivel de eliminacion por esta via.

)
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Dentro del desarrollo del método se

realizaron pruebas extras para

complementar la informacion sobre la estabilidad de la molécula casiopeina lllia;

a continuacién se presentan las caracteristicas de las pruebas y su resultado.

1.1 Como se observaba antes del método de extraccion.

Se presenta las siguientes figuras para justificar la necesidad del método de

extraccion.

DAD1IA, Sig=274,100 Ref=of, TT (AMADA3B1100603.D)
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Figura 1 En la parte superior orina de rata hembra con cas lllia en la parte media el
blanco de orina de rata hembra. En la parte inferior Cromatogramas encimados de orina
de rata hembra y orina con cas lllia .Con fase movil de MeOH/ solucion amortiguadora de

fosfatos pH=6.2 (40/60).
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La figura 1 se observa que la casiopeina lllia no presenta una sefial clara ya

gue los compuestos enddgenos de la orina presentan enormes picos que

impiden observar la sefal caracteristica de la casiopeina lllia

1.2 Pruebas de estabilidad a diferentes pH's.

Para el desarrollo del método cromatografico se hicieron pruebas para observar el

comportamiento de la casiopeina lllia en diferentes valores de pH para encontrar

las condiciones adecuadas para su andlisis.

Tablal. Resultados del analisis espectrofotométrico de casiopeina lllia en diferentes valores de

pH. La absorbancia de la longitud de onda de 207.6 nm pero no es adecuado para el andlisis ya

gue en esa region absorben varios compuestos lo que impide una selectividad de las sefiales.

180 210

230

230
A loagntud de onda
Figura 2 Gréfica donde se representa los resultados reportados en la tablal.
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Se observa que la casiopeina aunque en agua presenta mayor absorbancia se
decide trabajar en pH=8 ya que el agua puede tener una variaciéon de pHy

complicar el andlisis.

1.3 Pruebas de estabilidad

Se sometieron las soluciones de casiopeina lllia [40ug/mL] a condiciones de
estrés, de la siguiente manera:

Stock de casiopeina lllia en agua [1000 pg/mL]
Pesar 0.0050 g de casiopeina lll ia transferirla cuantitativamente a un matraz
aforado de 5 mL disolver con agua desionizada y aforar.

Solucién Casiopeina lllia [40ug/mL]
Tomar una alicuota cuantitativamente de 400uL del Stock de casiopeina lllia

transferirla a un matraz de 10 mL. Se siguen las condiciones de cada analisis.

a) Fotdlisis: Se expusieron 10 mL de 2 soluciones de Casiopeina lllia
[40pg/mL] a la luz UV durante 1 hr.

b) Hidrolisis &cida: Se agrego a 2 soluciones de Casiopeina lllia
[40pg/mL], ImL de HCI 1M antes de llevar a volumen de 10 mL con
agua desionizada.

c) Hidrdlisis basica: Se agrego a 2 soluciones de Casiopeina lllia
[40pg/mL], 1mL de NaOH 1N antes de llevar a volumen de 10mL con
agua desionizada.

d) Oxidacion: Se agrego a 2 soluciones de Casiopeina lllia [40ug/mL],
1mL de H,O, al 30% antes de llevar a volumen de 10mL con agua
desionizada.

Para todos los tratamientos se inyecto 2 veces cada solucion y se analizo al

tiempo Oy 1 dia.

. .:/.’(
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Aungue el método cromatografico no es el mismo del presente trabajo se puede
observar que la casiopeina no es estable a las condiciones de estrés, generando
picos que no interfieren con la sefial de la Casiopeina lllia, pudiendo pensar que
los posibles metabolitos generados por estas vias no interferiran a la sefial

caracteristica de la casiopeina.

Fase estacionaria Symetry C18 5pu 4.6x 250mm.

Fase movil MeOH / Solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH =7/
Hexansulfonato de sodio 0.005M (40/55/5)

Flujo 0.8 mL/min.

Longitud de onda 274 nm.

Volumen de 50 uL.

inyeccion

Tiempo de corrida 15 minutos.

Precolumna Security guard Phenomenex C18, 50x 4.6 mm, 5 ym.

Cromatégrafo Cromatdgrafo Agilent 1100

Inyector 1100 numero de serie DE11116471.
Detector 1100 nimero de serie DE11113489
Bomba 1100 nimero de serie DE11115898.

Tabla 1 Condiciones cromatograficas desarrolladas y optimizadas por Talina Uribe en el
desarrollo de Tesis de licenciatura

DADI1 A, Sig=274,100 Ref=360,100 (AMADA\BMAYOO00O4.D)

Norm. =

Figura.3 Cromatograma de Casiopeina llllia (40ug/mL) en agua.
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DADI A, Sig=274,100 Ref=360,100 (AMADA\BMAY O009.D)
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Figura 4. Cromatograma de Casiopeina lllia (40 ug/mL) con HCI 1 M.
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Figura 5. Cromatograma de Casiopeina lllia (40 uyg/mL) con NaOH 1 N.
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Figura 6. Cromatograma de casiopeina lllia (40ug/mL) con Iy 05 al 30%.
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Figura 7 Cromatograma de Casiopeina lll ia (40ug/mL) en agua expuesta a 1h con radiacion UV.
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