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retencion del compuesto y b) Cromatograma de la casiopeina IIgly
(1pg/mL).

Figura 19. Grafica de la linealidad del sistema de medicion. Casiopeina IIgly en fase
movil en el rango de concentraciones de 0.1 a 15 pg/mL.

Figura 20. Curva de calibracion de la casiopeina IIgly en plasma de perro beagle. Las
concentraciones que la conforman son 0.1,0.5,1.0,10y 15 ug/mL.

Figura 21. Muestra cero. Blanco de plasma de perro con estandar interno.

Figura 22. Vista de la curva de calibracion de la casiopeina IIgly en plasma en el
software de adquisicion y proceso de datos LC/MSD Trap version 1.6.

Figura 23. Cromatograma caracteristico de un blanco de sangre.

Figura 24. Cromatogramas de la casiopeina IIgly (484 m/z, tr= 2.1 min) y ketoprofeno
(299 m/z, tr=7.8 min) en sangre de perro beagle .

Figura 25. Curva de calibracion de casiopeina IIgly en sangre de perro Beagle. Los
niveles que la conforman son 0.1,1,5,10y 15 pg/mL.

Figura 26. Vista tipica de una curva de calibracion en sangre con los correspondientes
puntos control en el software LC/MSD Quant Analysis version 1.6 de
Bruker Daltonic GmbH.

Figura 27. Espectro de masas caracteristico de un blanco de sangre después de los
procesos de extraccion e inyeccion al sistema HPLC-MS.

Figura 28. Curva de calibracion para la cuantificacion de casiopeina IIgly en sangre
(método b).
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Figura 29. Perfil farmacocinético después de la administracion de una dosis de 0.9 mg/kg
de casiopeina IIgly a 2 perros de la raza beagle.

Figura 30. Grafica de concentracion de casiopeina IIgly vs tiempo durante y
después de la administracion iv por infusion. Se ensayaron 2 dosis:
1.5y 3 mg/kg.

Figura 31. Grafica de tiempo contra concentracion plasmatica obtenida después de
realizar el modelado computacional compartimental.

Figura 32. Perfil Farmacocinético de la casiopeina IIgly después de la administracion
intravenosa simple de casiopeina Ilgly.

Figura 33. Graficas de estabilidad de la casiopeina IIgly en sangre de tres especies

diferentes (rata, perro y humano) a las concentraciones de a) 0.3 yg/mL y b)
1 pg/mL.

iX



A,
Biofarmacia

1. RESUMEN

La casiopeina II gly es un complejo de coordinacién conformado por un centro metalico de
cobre y dos ligantes bidentados, uno del tipo diimina (fenantrolina) y otro aminoacidato
(glicina). Este compuesto ha demostrado tener una alta actividad citotoxica en ciertas lineas
celulares resistentes al cisplatino. Con la finalidad de realizar estudios preclinicos como la
farmacocinética, la relacion sangre/plasma, la estabilidad en sangre y la unién a proteinas
plasmaticas, el objetivo de esta tesis es el de desarrollo y validacion de métodos analiticos

para cuantificar casiopeina lIgly en plasma y sangre de perro beagle.

Con base en las caracteristicas quimicas del complejo de coordinacion, se desarrollaron
métodos bioanaliticos utilizando tecnologia de par i6nico y fases estacionarias aromaticas.
La cuantificacion del compuesto se llevé a cabo usando el sistema acoplado HPLC-MS,
usando como i6n de cuantificacién [Cu(IT)(F;C3COO) 4,7-dimetil phen ", resultado de la
reaccion interfase entre el nitrato de acua 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina glicina cobre(Il) y
el HFBA. Los métodos fueron validados y los pardmetros como la efecto de la matriz,
linealidad, exactitud, precision, estabilidad y recobro cumplieron con las recomendaciones
establecidas por la FDA. Los estudios farmacocinéticos de este complejo de coordinacion
indican una alta tasa de eliminacidon con un corto tiempo de vida media (1.12-2.8 h) y un
valor de depuracion moderadamente alto (3.5-24.3 mL/min kg). Los resultados de la
relacién sangre total/plasma (Kb/p) obtenidos para rata, perro y humano a la concentracion
de 0.3 pg/mL fueron 0.98, 1.29 y 2.15 y para la concentracion de 1 pg/mL se obtuvieron
valores de 1.23. 1.57 y 2.47, respectivamente. Lo anterior indica que la casiopeina Ilgly
presenta una importante acumulacion en sangre en comparacion al plasma (Kb/p>2) en las
especies del perro y el humano. Los estudios de estabilidad de la casiopeina IIgly en sangre
de rata, perro y humana fueron realizados a 37 °C por 6 horas y se no se observo una
degradacion significativa del analito con base en la estabilidad analitica reportada por la
guia de validacion de la FDA. Los estudios de la unidén a proteinas plasmaticas (UP) de
rata, perro y humano demuestran que a las concentraciones de 1 y 5 pg/mL, la casiopeina

IIgly exhibe un %UP mayor al 90%.
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1. ABSTRACT

Casiopeina IIgly is a coordination complex with copper core and two types of bidentade
ligants: 4,7-dymethy-phenanthroline (N-N) and glicinate (O-N). This compound has
demonstrated to present high antineoplastic activity in some cell lines resistant to cisplatin.
In order to continue with preclinical studies such as pharmacokinetics, whole blood to
plasma ratio, short-term stability in whole blood and plasma protein binding, the aims of
this work were to develop and validate methods to quantify casiopeina IIgly in blood and

plasma of beagle dog.

Due to the chemical characteristics of casiopeina llgly, analytical methods were developed
on the basis of columns with aromatic stationary phase, an ionic pairing agent and an
HPLC-MS system to improve sensibility. The quantification of this coordination complex
was carried out using [Cu(IT)(F;C3;COO) 4,7-dimethyl phen ] ion (484 m/z) resulting from
the ESI reaction between (4,7-dimethyl-1,10-phenanthroline) (glycinato) copper (II) nitrate)

and HFBA. Method validation was conducted conforming to accepted recommendations of
FDA bioanalytical method validation guide and the measurement of parameters such as
matrix effect, linearity, accuracy, precision, stability and recovery were within required
limits. Pharmacokinetics assays of this coordination complex shown a high elimination rate
constant with a short half-time (1.12-2.8 h) and moderate clearance (3.5-24.3 mL/min/kg).
The values of whole blood to plasma ratio obtained from rat, dog and human at 0.3 yg/mL
were 098, 1.29 and 2.15 and for 1 yg/mL were 1.23, 1.57 y 2.47, respectively. These
findings indicates and important accumulation in whole blood rather than plasma fluid
(Kb/p>2) for dog and human. Short-stability experiments in whole blood of rat, dog and
human were carried on at 37 °C through 6 hours. The results showed that this coordination
complex was stable in the described conditions at least 6 hours in accordance with
analytical requirements of FDA guide. On the other hand, casiopeina IIgly exhibits a high
protein binding (UP>90%) in plasma of rat, dog and human. These values should be

considering in the clinic field, in order to avoid emergency of toxicity.
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2. ANTECEDENTES

2.1 IMPORTANCIA DE LOS ESTUDIOS BIOFARMACEUTICOS Y
FARMACOCINETICOS EN EL DESCUBRIMIENTO
Y DESARROLLO DE NUEVOS FARMACOS

2.1.1 Farmacocinética y sistema LADME

El papel de los medicamentos ha sido determinante a lo largo de la historia. Es probable
que sea uno de los elementos que mds ha contribuido a los cambios demograficos
histéricos, no s6lo disminuyendo la mortalidad y aumentando la esperanza de vida, sino
mejorando su calidad. Es por ello que cualquier intento de innovacion para crear nuevos
medicamentos, o bien para mejorar o ampliar su utilidad repercutird en beneficio para la
humanidad.

Muchos de los farmacos que se han descubierto a través de la historia han sido obtenidos de
manera afortunada (o que cominmente se denomina suerte o serendipia), tal es el caso de
la isoniazida, compuesto sintetizado por Meyer y Mally en 1912 y que después de 40 afios
fue descubierto como un potente agente antituberculoso, cuando en 1952 Robitzek et al.
administraron este compuesto a pacientes “sin esperanza” [1]. Existen otros emblematicos
ejemplos como los son el descubrimiento de la penicilina [2] y también en la deduccién de
utilizar el cisplatino como agente anticancerigeno [3].

Por otra parte, también existen ejemplos dentro de la historia del desarrollo de nuevas
moléculas en donde se pueden apreciar graves problemas que afectan a los pacientes tras
su administracion, como el caso de la talidomida, producto farmacéutico utilizado como
sedante y calmante de la nduseas durante los primeros meses de embarazo, causando
severos defectos de nacimiento en miles de nifios en Europa Occidental en 1962 [4].
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Hoy en dia, y gracias a la importante herencia cultural y cientifica de los pasadas
experiencias, la busqueda de nuevos compuestos con actividad terapéutica se ha optimizado
y sistematizado. Se han disefiado ciertos ensayos que permiten evaluar la seguridad y la
eficacia del candidato a farmaco antes de poder ser administrado a lo seres humanos. Mas
aun, después de su comercializacion, el producto debe ser monitorizado de manera
poblacional con la finalidad de conocer variables como posibles efectos adversos no
detectados en la investigacion temprana.

Entre los diversos estudios que se deben realizar se encuentran los de cardcter
biofarmacéutico y farmacocinético. Los primeros se definen como aquellos estudios que
examinan la interrelacion que guardan los aspectos biologicos de un organismo vivo (el ser
humano, por ejemplo) con las propiedades fisicoquimicas del farmaco, la forma de
dosificacion y la ruta de administracion. Esto implica el conocimiento profundo de la
liberacion, absorcidn, distribucion, metabolismo y eliminacion (sistema LADME, por sus
siglas) del farmaco. Por otra parte, la farmacocinética tiene como objetivo principal
caracterizar el comportamiento temporal del farmaco en el cuerpo a través de ecuaciones
matematicas que ayudardn, entre otras cosas, en la determinaciéon de un régimen de
dosificacion conveniente para el paciente [S].

Los estudios biofarmacéuticos y farmacocinéticos estdn implicados en todos los procesos
que conforman el descubrimiento y el desarrollo de nuevos farmacos. Su importancia
radica en el hecho de que si se caracteriza el proceso metabdlico en el organismo, desde la
aplicacion de la forma farmacéutica hasta se excrecion, se podrd inferir acerca de la
concentracion que se alcance en sangre, siendo ésta un punto preponderante que puede
determinar la eficacia terapéutica de un farmaco.

Con la finalidad de describir el comportamiento cinético del farmaco en el organismo de
ensayo, se pueden utilizar diversos modelos matematicos tales como el modelaje
compartimental, no compartimental y los modelos fisiolégicos [6].

Los modelos compartimentales son los mas utilizados en la farmacocinética y se basan
fundamentalmente en las siguientes premisas: a) el organismo es un sistema abierto (existe
un sentido unidireccional de entrada y salida), b) el compartimiento es considerado como
una porcion de material bioldgico en donde el farmaco se distribuye de manera homogénea
y presenta las mismas propiedades cinética y c) en la fase de eliminacion del farmaco la
concentracion plasmatica es proporcional a la cantidad de farmaco remanente:

d_Aoc_A
dt
94 ra
dt

En donde A es la cantidad de farmaco y k es la constante de eliminacion.
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Dependiendo del tipo de administracion (oral, intravenosa, infusion constante, etc.) y la
muestra (por ejemplo plasma, orina, saliva) se generan diversas ecuaciones diferenciales
que permiten encontrar expresiones matematicas para cada caso. En el cuadro 1 se indican
las formulas mas utilizadas para el modelaje compartimental.

Cuadro 1. Ecuaciones fundamentales del modelado compartimental.

Modelo Administracion/Datos Ecuacion fundamental

Intravenosa/plasmaticos Cp= Cpo 5 @ ket

(Aex, — Aex,) = kkﬂ * Dx @
e

Intravenosa /urinarios (Sigma menos)
Modelo Abierto de Un Adex _ kex* D * @
Compartimiento At
(MAUC) (velocidad de excrecion)
Oral/plasmati * D .
ral/plasmaéticos = F*D%*ka [e'k” _@ ,]
Vd(ka - ke)
Infusion constante / ko ket
plasmaticos Cp= ke*Vd[ -€ ]
Régimen de dosificacion D Cp,, *ke*Vd*t
nm =
F
. Intravenosa/plasmaticos Cp=A€C“ +BE"
Modelo Ablgrtp de Dos Oral/plasmaticos Cp=A - 4 B + O
Compartimientos
(MADC)
Modelo Abierto de tres Intravenosa/plasmaticos Cp=A€" + BC + P+
compartimientos
(MATC)

Una de los principales aplicaciones de la farmacocinética es la elucidacion del régimen
posoldgico. Para ello en la investigacion del desarrollo de nuevos farmacos se ensayan de
manera comun tres diferentes dosis del compuesto con la finalidad de conocer el
comportamiento de los pardmetros farmacocinéticos en el rango de dosis establecido. Si el
resultado de la experimentacion revela que el valor de los parametros farmacocinéticos son
constantes en el intervalo de dosificacion definido, se establece que el sistema es dosis
independiente, también llamado farmacocinética lineal. En el caso contario, cuando se
observa que al menos un parametro farmacocinético no es constante, se define que el
sistema corresponde a una cinética dosis dependiente o de farmacocinética no lineal.
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La cinética no lineal puede ser atribuida principalmente a los siguientes factores:

* Saturacion de la fijacion del farmaco a las proteinas plasmaticas.

¢ Saturacion del sistema de transporte activo responsable de la absorcion del farmaco.

e Saturacion del sistema metabolico intestinal o hepatico responsable del efecto del
primer paso.

* Baja solubilidad del farmaco que produce una disminucion de la fraccion disuelta al
aumentar la dosis y por ende, la cantidad absorbida es afectada.

¢ Saturacion del sistema de eliminacion renal de secrecion activa tubular.

En estos casos, las ecuaciones que describen de manera asertiva el perfil farmacocinético
estidn basadas en la ecuacion de Michaelis-Menten:

dC — max * C

dt Km+C
Siendo V,, la velocidad maxima (biotransformacion etc.) y Km la constante de Michaelis-
Menten.

Por otra parte, el modelaje no compartimental se define como el tratamiento de los datos
experimentales que permite estimar los parametros farmacocinéticos sin necesidad de
ajustarlos a un modelo determinado. Este sistema se basa en la obtencion de parametros
como el ABC de cero a infinito, la constante de eliminacién (la cual en este modelo se
define como lambda z, A,) y el tiempo de vida media que permiten explicar los datos
experimentales, predecir los niveles plasmaticos del farmaco en dosis unicas y repetidas y
la determinacion de regimenes de dosificacion. También se puede obtener en este modelo el
Tiempo Medio de Residencia (TMR), el cual es definido como el tiempo que en promedio,
permanece de forma inalterada una molécula de farmaco en el organismo durante su
transito por el cuerpo. Una de las principales ventajas del tratamiento cinético no
compartimental radica en resuelve el problema de seleccionar un unico modelo
compartimental para todos los perfiles de los sujetos en estudio. Por ejemplo, en caso de la
vancomicina, un antibidtico glicopéptido, se ha reportado que después de la administracion
intravenosa los perfiles farmacocinéticos de los pacientes se pueden ajustar a uno, dos o
tres compartimientos [7].

En los modelos fisioldgicos se agrupan de manera real 6rganos y/o tejidos que tienen
interés farmacoldgico y/o toxicoldgico, dando como resultado ecuaciones cinéticas en
donde se realiza un balance de masa dependiente de las caracteristicas fisicoquimicas del
farmaco y el flujo sanguineo o la permeabilidad de la membrana. En el caso de los modelos
limitados por el flujo, la velocidad de irrigacion (en donde se encuentra el farmaco) se
considera plausiblemente mas lenta que la velocidad de difusion a través de las membranas,
por lo que con base a la agrupacion de 6rganos considerados
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con caracteristicas cinéticas semejantes, se desprende la siguiente la expresion matematica:

ac, =P Ca-P G
dt R

t t
t

|4

En donde C, es la concentraciéon del tejido, Ca al concentracién arterial, ®, el flujo
sanguineo al tejido, R, es el coeficiente de reparto (concentracion tisular/concentracion
venosa 'y V. el volumen tisular.

En el caso de modelos limitados por la permeabilidad, se establece que la contribucion por
el flujo es despreciable de tal forma que se pondera la existencia de barreras de difusion del
farmaco las cuales se dividen en espacio vascular, intersticial y celular y de esta forma, en
cada etapa, se plantea una ecuacion diferencial que denota el balance de masa.
Generalmente este proceso puede ser simplificado considerando que la etapa cinética mas
lenta se da en la membrana celular, lo que conlleva a generar dos ecuaciones que explican
el fendmeno:

v %o ca-ac -F,
dt
c dCC = F;—é'
dt

en donde V.y V. son los volimenes del espacio extracelular y celular respectivamente, ®,
el flujo sanguineo al tejido, Ca concentracion arterial, Cv concentracion venosa 'y F, .la
funcion de transferencia del farmaco.

De los tres modelos descritos, los modelos fisioldgicos son lo menos utilizados debido en
gran parte a la dificultad experimental y matemadtica, sin embargo la utilizacion de esta
herramienta ha servido para la extrapolacion del comportamiento cinético en humanos a
partir de datos obtenidos en animales de experimentacion (alometria), como en el caso del
metrotrexato [8].

Es importante hacer notar que una de las principales pruebas que las moléculas candidato
fallan son en los estudios ADME y farmacocinéticos [9], por lo que las compaiias
farmacéuticas y universidades en donde se realiza investigacion destinan una gran parte de
los recursos a este tipo de ensayos. Con el fin de que la probabilidad de éxito aumente,
actualmente se hace €nfasis en realizar estudios biofarmacéuticos en la etapa inicial del
disefio de nuevos farmacos [10-12] y también a través de ensayos en sistemas
computacionales como los llamados estudios in silico [13] tratando de esta manera de
encontrar moléculas que tengan un perfil farmacoldgico adecuado.
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2.1.2 Paradigmas desde la concepcion de un nuevo farmaco hasta los estudios Fase IV.

El inicio de todo el proceso es el disefio; desde el punto de vista de Harvey [14], existen 3
grandes vertientes en donde se pueden agrupar a las metodologias para encontrar nuevas
moléculas con actividad terapéutica:

a)

b)

9

Enfoque empirico o “irracional”. Esta categoria esta basada en el descubrimiento de
nuevas moléculas a través de la observacion de los efectos farmacoldgicos de un
producto natural o sintético. Importantes fitofarmacos han sido obtenidos a través de
esta técnica, tales son los casos de los extractos de la hiedra como agente antitusivo,
el uso de la morfina y la codeina que poseen efecto sedante, y la quinina, producto
que se extrae de la corteza de los arboles Cinchona calisaya, Cinchona
ledgeriana, Cinchona officinalis L.y Cinchona succirubra.

Enfoque racional. El candidato a farmaco es disefiado (“confeccionado a la
medida”) en funcién de un blanco molecular, el cual por ejemplo, puede ser un
receptor o una biomolécula que se encuentra en una ruta metabdlica y que es parte
de un proceso de enfermedad. Las técnicas en este enfoque se subagrupan a su vez
en el disefio de farmacos basado en blancos moleculares y a través de estructuras
lideres (cabezas de series), como en la caso del disefio de compuestos antagonistas a
partir de las biomoléculas agonistas para ciertos receptores, por ejemplo en el caso
de la noradrenalina que dio origen a la cimetidina.

Enfoque antisentido. Este rubro es relativamente nuevo y nace gracias al
conocimiento genético que a fechas recientes se ha obtenido del genoma humano.
Se basa en el desarrollo de moléculas a partir del funcionamiento de los genes y su
implicacion en el desarrollo de patologias. Los blancos de la técnica antisentido son
las moléculas de RNA, afectdndolas en su expresion y en su funcionamiento. Un
ejemplo del disefio de farmacos por esta via lo constituye la generacion de
oligonucleétidos que inhiben la RNA f-secretasa, implicada en el deterioro de los
pacientes con la enfermedad de Alzheimer.

Cabe mencionar que en el descubrimiento de nuevos candidatos a farmaco, ninguno de los
sistemas excluye al otro, en otras palabras las técnicas pueden ser complementarias.

A partir de este punto y con la finalidad de determinar, entre otros importantes parametros,
la seguridad y la eficacia, la nueva entidad quimica queda sujeta a los estudios preclinicos
y los clinicos, conformados estos ultimos en 3 etapas (figura 1).
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Figura 1. Proceso del desarrollo de un nuevo farmaco

Existen guias internacionales publicados por instancias gubernamentales como la FDA [15]
y la EMA [16] entre otras que contiene recomendaciones que permiten evaluar de manera
sistematica al candidato a farmaco. Por otra parte, es necesario conocer los procedimientos
y la legislacion vigente en el pais en donde se pretende registrar a dicho farmaco.

La fase de descubrimiento comprende desde la obtencion de la molécula hasta los estudios
preclinicos inclusive y dura aproximadamente de 1 a 5 afios.

En la fase de desarrollo se encuentran los estudios clinicos con sus diversas etapas (IILIII)
que en promedio se invierten 8 afios. Sin embargo, en muchas ocasiones, los ensayos
revelan la infactibilidad ya sea por toxicidad o ineficacia principalmente, y muchas de los
candidatos no alcanzan la etapa clinica. Segin estadisticas, de cada 5000 nuevos
compuestos identificados durante el proceso de descubrimiento, s6lo 5 son considerados
seguros para ser administrados en seres humanos y después de 6 afios de investigacion
clinica s6lo uno de esos compuestos es aprobado para ser comercializado [17].
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El objetivo de las etapas mencionadas, al igual que los principales estudios
biofarmacéuticos y farmacocinéticos haciendo énfasis en los estudios para compuestos
antineoplasicos se describe a continuacion:

a) Fase Preclinica: El tiempo invertido en esta etapa es de aproximadamente 5 afios y
en ella se realizan las primeras pruebas de exposicion de la molécula en seres vivos.
Los estudios toxicologicos en animales son uno de los ensayos que se realizan en
este punto y a los cuales se les destinan una gran proporcion de recursos. Segun las
guias de FDA, se deben trabajar con un modelo roedor y uno no roedor que
generalmente es el perro o el puerco y en ciertos casos el chimpancé. Con la
finalidad de poder extrapolar el comportamiento de la molécula en seres humanos,
es preciso seleccionar cuidadosamente la especie animal y estard en funcion, entre
otras cosas, de la similitud que guarde los sistemas metabdlicos entre ambas
especies (animales-humanos) [18,19]. Es por ello que los estudios biofarmacéuticos
iniciales son los ensayos metabolicos in vitro, utilizando hepatocitos 0 microsomas
humanos y de animales. A la par de estos estudios, se conducen los ensayos de
absorcion, distribucion y eliminacion.

En este punto se inician el desarrollo y la validacion de métodos bioanaliticos que se
utilizan para cuantificar el potencial farmaco en los fluidos bioldgicos.
Posteriormente, con esta herramienta se realiza los estudios farmacocinéticos
preclinicos o0 no clinicos, generando importante informacion como el tiempo de
vida media del farmaco y la depuracion. La informacion farmacocinética junto con
los datos toxicoldgicos y los algoritmo alométricos [20] ayudardn a determinar una
dosis inicial en seres humanos.

También, se inician los primeras pruebas para determinar la forma farmacéutica de
dosificacion, estudios de permeabilidad en células caco-2 y MDCK, solubilidad,
mecanismo de accion y las ensayos iniciales de quimioprotectores, sustancias que
tienen la funcion de paliar los efectos adversos que provoca el compuesto
antineoplasico en estudio. En el cuadro 2 se muestran algunos estudios relevantes
que deben realizarse en la etapa preclinica.

Por otra parte, y haciendo hincapié en el descubrimiento y desarrollo de farmacos con
actividad antineoplasica, deben considerarse adicionalmente otros elementos dentro de la
investigacion por ejemplo, la presencia de un tumor en situaciones de metastasis altera
varios parametros en el cuerpo, por ende los valores farmacocinéticos también se ven
afectados. De esta forma la extrapolacion de los datos preclinicos se torna mds compleja.
Algunos autores mencionan la necesidad de tener mayor atencion en algunos aspectos,
como la concentracion de los productos oncologicos dentro del tumor.

10
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Cuadro 2. Estudios relevantes que se realizan en la etapa preclinica

Propiedades Fisicoquimicas (Solubilidad, pKa, estabilidad)

Ensayos en animales. Administracion de dosis agudas y cronicas (toxicidad)
Desarrollo y Validacion de Métodos Analiticos

Farmacocinética de dosis simple y multiples en animales (roedor y no roedor)
Union a proteinas plasmaticas

Metabolismo del compuesto en sistemas in vitro € in vivo

Permeabilidad

Balance de masa e identificacion de rutas de excrecion

Distribucion tisular

ToxicogenOmica

Disefio y elaboracion de la forma farmacéutica

Estudios de alometria

Generalmente los farmacos son cuantificados en sangre o plasma ya que es un tejido de
facil acceso. Se espera que las concentraciones del medicamento en el mencionado tejido
guarden una cierta proporcionalidad con el efecto terapéutico, de tal manera que se puede
ajustar la dosis para mantener un efecto farmacodinamico deseado. Sin embargo, estudio en
animales han demostrado que las concentraciones de algunos compuestos anticancerigenos
en plasma o sangre no siempre son predicativos con respecto a las concentraciones en otros
tejidos, particularmente en tumores; como una regla empirica se establece que la
concentracion de un agente antitumoral es mas alta en la sangre que en el tumor, sin
embargo la evidencia experimental reportada indica que la variabilidad de dichas
concentraciones dentro del tejido neoplasico es elevada y mas aun, depende del tipo de
tumor [21].

Otro importante factor es la inflamacion, situacidon que acompaifia de forma directa a los
procesos tumorales, por ejemplo, algunos componentes como la interleucina 6 o el factor
TNF provocan una disminucion de la actividad del citocromo P450, el principal sistema
bioldgico responsable del metabolismo de farmacos. Algunos factores que inciden sobre la
influencia de las concentraciones en el tumor se enumeran en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Factores del tumor que tiene incidencia sobre la concentraciones del farmaco
en el tejido neoplasico.

Factor Caracteristicas

Flujo de Sangre intratumoral Numero de venas

Trombos intravasculares

Densidad Tumoral Localizacién
Estructura tridimensional

Crecimiento del tejido neopldsico vs el necrético

Permeabilidad Composicidén extracelular
Estado del drenado linfético
Contenido de coldgeno

Presion intersticial

Metabolismo Citocromo P450
Niveles en los transportadores de resistencia a fdrmacos
Niveles de glicoproteina P

Niveles de transportadores de nucledsidos

Con el avance del conocimiento en areas como la genética y la biologia molecular, nuevas
disciplinas han incursionado en el desarrollo de los medicamentos, tal es el caso de la
farmacogendmica, la cual estudia las variaciones en la respuesta farmacoldgica del
compuesto con respecto a las caracteristicas genéticas de un individuo o una poblacidn.
Como la variabilidad genética es factor preponderante en la accion del farmaco, se podria
estudiar el genoma para hacer inferencias sobre los efectos adversos y prediccion de la
dosis maxima tolerada con mds exactitud antes de pasar a los ensayos clinicos Fase I, entre
otras posibilidades [22].

Después de haber completado los estudios requeridos se ponen a consideracion de la
estancia pertinente (FDA en Estados Unidos o COFEPRIS en México, a través del Comité
de Nuevas Moléculas) para continuar con los estudios clinicos en sus diferentes fases.

Fase Clinica I [23]. Esta fase estd disefiada para verificar la seguridad y la tolerancia de la
molécula candidata en seres humanos y tiene una duracion de 6 a 9 meses. Se utiliza una
cantidad pequefia de voluntarios clinicamente sanos aproximadamente de 20 a 100,
(excepto para farmacos que se ensayaran para ciancer y SIDA, los cuales se realizan en
enfermos terminales).
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Aunque el protocolo clinico en esta etapa estd primordialmente avocada a la seguridad, se
realizan los primeros ensayos farmacocinéticos en seres humanos, obteniendo pardmetros
fundamentales para la clinica como los son la depuracion y el tiempo de vida media del
farmaco en humanos, también se estudia como actua el farmaco en el cuerpo con base en el
sistema ADME y se buscan cuales son o si existen metabolitos de la molécula en estudio.
Los estudios clinicos fase I para molécula anticancerigenas se realizan en pacientes que
tienen un problema de tumor refractario o su proceso cancerigeno sea severo. Los pacientes
con problemas hepaticos o renales (elevada creatinina en suero o enzimas hepadticas) son
generalmente excluidos de los estudio Fase I. El objetivo principal de esta fase en
productos antitumorales es el determinar la dosis maxima tolerada (DMT) —es una fase que
tiene como objetivo la seguridad en primera instancia- que definird en una primera etapa el
régimen de dosificacion en humanos y una ruta de administracion para el nuevo compuesto
antineoplasico. La DMT se define de acuerdo al criterio de toxicidad.

Los supuestos del inicio de la dosificacion se basan en la premisa de la correlacion lineal
que existe entre la dosis (en el intervalo establecido) y la respuesta farmacodindmica. Una
gran parte de los firmacos se comportan de esa manera, en donde la diferencia entre las
curvas sigmoideas de dosis toxica (DMT) y efectiva es muy pequefia. Por otra parte, con
algunos compuestos la diferencia entre los dos parametros descritos es grande, por lo que se
necesitan otras herramientas para poder determinar una dosis Optima, y generalmente se
utilizan modelos farmacocinéticos-farmacodinamicos. En cuanto al esquema de
dosificacion, éste depende entre otras variables del lugar blanco o diana, si el compuesto es
citotoxico solo en una parte de la fase del ciclo celular y de la farmacocinética preclinica,
en donde el escalamiento del tiempo de vida media es importante. Por ejemplo, en los casos
en donde el agente antineopldsico tenga efectividad sin importar el estadio del ciclo
celular, tiene un tiempo de vida media larga (mayor a 48 horas) y produce mioelosupresion
diez dias después de una simple dosis, se recomienda administrar dicho citotdoxico en un
intervalo posologico de 3 semanas. En el caso contrario, cuando el tiempo de vida media
del compuesto es corto y solo sea activo en una parte del ciclo celular, se realiza una
infusion intravenosa prolongada con la finalidad de exponer dicho compuesto en
concentraciones sostenidas lo mas posible a el blanco.

El objetivo secundario de las pruebas clinicas Fase I usualmente incluye la caracterizacion
farmacocinética asociado al compuesto de estudio. Los estudios modernos que se realizan
en esta fase son los estudios farmadindmicos moleculares y farmacogenéticos que estan
disefiados para evaluar los sitios de accion y la influencia del polimorfismo genético y los
llamados “endpoints”, o puntos maximos tolerados para una variable en particular. Otra
diferencia entre el estudio clinico Fase I de moléculas regulares con respecto a compuestos
antineoplasicos radica en que en estos ultimos si se observa una respuesta positiva en la
cura cuando se administra el quimiterapéutico, la dosificacion se puede prolongar desde
dias hasta meses, incluso afios. En el otro caso, para compuestos comunes, generalmente
sO6lo se aplica una sola dosis del compuesto a los voluntarios y se determinan los
pardmetros de estudio.
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Cabe mencionar que aunque los estudios preclinicos tienen una invaluable importancia y
proveen de datos relevantes, en el caso de las entidades antineopldsicas no siempre tienen
una gran capacidad de prediccion en cuanto a la relacion del régimen de dosificacion y la
eficacia y toxicidad en los seres humanos, por lo cual los estudios clinicos Fase I se realizan
bajo esta tematica y en muchas ocasiones en paralelo en diversas instituciones.

Fase Clinica II [24] . El objetivo de esta fase es el de determinar la efectividad del
compuesto y proseguir con la evaluacion de la seguridad. Dependiendo de las
caracteristicas de la molécula puede invertirse en tiempo desde 6 meses a tres afios en la
investigacion. En estas etapa, el firmaco se administra a un centenar de pacientes y se
llevan a cabo los estudios de farmacocinética clinica. Con los valores arrojados por los
estudios farmacocinéticos y los farmacodinamia se establecen la minima y méaxima dosis
que se puede utilizar (intervalo terapéutico).

En los estudios Fase II para anticancerigenos, una de las premisas fundamentales que se
sigue es la determinacion de la eficacia del compuesto en cuestion con base al intervalo de
dosis obtenida en la Fase 1. Por otra parte, se ajustan con base en el efecto los esquemas de
muestreo utilizando un numero mayor de pacientes. En esta etapa de la investigacion se
realizan las pruebas en varios tipos de tumores (de 1 a 10 variantes) y se realizan también
estudios farmacocinéticas en una escala mayor que en la Fase I.

Una de las causas por las cuales un farmaco antineoplasico falla es por presentar una
minimo efecto terapéutico a una dosis estimada. Por el contrario, para agentes que
presentan buena eficacia pero una considerable toxicidad, el estudio continua al administrar
al paciente farmacos que puedan contrarrestar los efectos adversos de la molécula a estudio.

Fase Clinica III [25]. En este punto se completa la informacion de efectividad y seguridad
al administrar el farmaco a un nuamero elevado de pacientes (de ciento a miles) y se afina el
régimen de dosificacion. También se realizan, segun el caso, los estudios en poblacionales
especiales, como pacientes infantiles y geriatricos si aplica. En esta fase se invierten de 1 a
4 afios.

En paises como Estados Unidos, Gran Bretafia y México el proceso de toda la etapa
preclinica y clinica se documenta y se pone a consideracion de la instancia de salud
competente para obtener el registro del nuevo medicamento. También se realizan estudios
de comparacion en cuanto a eficacia con farmacos registrados. La investigacion presentada
debe proporcionar la evidencia contundente de que el compuesto tiene la actividad
farmacoldgica descrita, y que es efectiva y segura bajo las condiciones posoldgicas
establecidas. Tipicamente el proceso de aprobacion tarda de seis meses a dos afios.

Posteriormente, y ya cuando el compuesto ha sido aprobado para su comercializacion, la

farmacéutica puede conducir estudios adicionales en los cuales se invierte de meses hasta
varios afios. Las fase son:
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b) Fase IIIb /IV. La Fase IIIb es un extension de la Fase III, en donde se sigue
monitoreando el comportamiento del farmaco en los pacientes en cuanto a
efectividad. La Fase IV tiene como objetivo conocer la efectividad del farmaco a
largo plazo y la relacion costo/beneficio en relacion a otros productos farmacéuticos
que son utilizados para la misma enfermedad.

¢) Estudios post-aprobatorios. Estos estudios se centran en conocer efectos adversos
que en la etapas posteriores a la Fase III no se han identificado (Farmacovigilancia),
o encontrar factores de riesgo y/o también estudios del farmaco en otras poblaciones
(Farmacocinética poblacional).

2.1.3 Investigacion preclinica y clinica en Estados Unidos, Europa y México.

En Estados Unidos la instancia gubernamental que realiza esta investigacion es el National
Cancer Institute (NCI por sus siglas en inglés). Esta instancia gubernamental, a diferencia
de otras instancias de salud, tiene la capacidad técnica de conducir la investigacion
preclinica y clinica. Por otra parte, es muy comin que este 6rgano de salud participe
activamente con empresas farmacéuticas en estudios cruzados y asesorias en torno a este
tema. Los programas que el NCI tiene para la evaluacion preclinica y clinica son el
Developmental Therapeutic Program y Cancer Therapy Evaluation Program,
respectivamente.

En el caso de Europa, ademas de las empresas transnacionales, se reconocen dos grandes
instancias académicas que se dedican al desarrollo de nuevos farmacos: la European
Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC) y la Cancer Research U .K.
En particular el propdsito de EORTC es el de promover y coordinar los esfuerzos en la
investigacion bdsica y clinica en el dmbito del estudio de moléculas con potencial
anticancerigeno.

Los paises de Europa han conformado una red académica que permite acercar grupos de
investigacion de diversas areas que colaboran de manera activa en el dmbito preclinico y
clinico. De esta manera el trabajo se distribuye y se conforman grupos altamente
especializados en ciertas pruebas.

Como este esfuerzo se realiza en diversos paises y con el fin de adoptar las nuevas leyes y
directrices de la Comunidad Europea, asi como la legislacion internacional sobre las buenas
practicas clinicas, se desarrollo el “Programa de desarrollo de Nuevos Farmacos” una
metodologia que armoniza estos pardmetros y cumple con los estandares internacionales.

En toda Europa existen alrededor de 50 centros de investigacion altamente especializados

en los estudios preclinicos y clinicos que son denominados en su conjunto NDDG (New
Drug Development Group) [26].
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En nuestro pais, México, una gran proporcion de la investigacion en torno al
descubrimiento de nuevas moléculas se da en las instituciones académicas. Sin embargo, es
preciso hacer notar que la etapa bdsica se ha descuidado y constituye un obstaculo para la
investigacion de nuevas moléculas. Por otra parte, se ha avanzado de manera importante en
la etapa de formulacion (desarrollo de formas farmacéuticas) y ultimamente en los estudios
clinicos de Fase I a III.

Las principales empresas e instituciones mexicanas lideres en la solicitud de patentes en el
periodo 1996 al 2002 son el Instituto Mexicano del Petréleo, la UNAM y el CINVESTAV,
en todas las dreas. Por otra parte, del lado de las empresas mexicanas sobresalen el grupo
Mabe y Silanes. Dentro de las empresas e instituciones extranjeras destacan: la
farmacéutica “The Procter & Gamble Company” (EUA) con 396 solicitudes, “Kimberly
Clark Worldwide, Inc” (EUA) con 296, farmacéutica “Bayer Aktiengesellschaft”
(Alemania) con 296 y “Basf Aktiengesellschaft” con 221 [27].

Hoy en dia en México y con base en las recomendaciones de la OMS se trabaja en politicas
farmacéuticas que tienen como objetivos expresar y priorizar las metas a mediano y largo
plazo establecidas por el gobierno para el sector farmacéutico, al igual que trabajar en las
estrategias para alcanzarlas. Abarca tanto los sectores tanto publico como privado, e
implica a todos los protagonistas del dmbito farmacéutico. En al afio 2005 la Secretaria de
Salud publicé el documento titulado “Hacia una politica Farmacéutica Integral para
México”, una accion que se considera un avance en el campo de la promocién del
desarrollo de nuevos medicamentos y otros importantes temas del ambito farmacéutico,
dando a conocer unas serie de medidas para agilizar su avance con la finalidad de que el
sector mas competitivo en beneficio de la salud de la poblacion. Algunas estrategias que
describe este documento, entre otras, son el aseguramiento de la calidad farmacéutica de los
principios activos mediante la adherencia a las buenas précticas de fabricacion de farmacos,
el fomento en el uso seguro de los medicamentos, facilitar la clasificacion y garantizar la
seguridad del uso de productos herbolarios y vitaminicos, reglamentar la disposicion con
una perspectiva de seguridad y eficacia y reforzar el programa de farmacovigilancia [28].
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2.2 DESARROLLO Y VALIDACION
DE METODOS BIOANALITICOS:
PRINICPIOS Y RECOMENDACIONES

En diversos campos del ambito cientifico la identificaciéon o la cuantificacion de ciertos
compuestos que se encuentran en matrices bioldgicas (como son la sangre, la orina, la
saliva etc.) es una herramienta basica que permite establecer paradigmas con base en una
hipétesis en particular. Por ejemplo, en la industria farmacéutica para investigar si existe
bioequivalencia entre dos productos comerciales es necesario obtener ciertos pardmetros
farmacocinéticos derivados de la cuantificacion del analito de interés en plasma (u otro
fluido) de los voluntarios; en el campo del deporte, la identificacion de sustancias
prohibidas en atletas de alto rendimiento se puede establecer gracias a los métodos
bioanaliticos; en la clinica, el conocimiento de la cinética que presenta una sustancia con
actividad terapéutica permite establecer un régimen de dosificacion que ayuda al paciente a
restablecer la salud.

Se denomina método bioanalitico al conjunto de procedimientos que involucran la
recoleccion, el almacenamiento, el procesamiento y el andlisis de un analito que se
encuentra en un fluido biolégico [29]. Con el fin de obtener dicho método es necesario, en
primera instancia, encontrar las condiciones Optimas para que el o los analitos sean
analizados y por otra parte se debe demostrar que el procedimiento se comporta de manera
consistente. De esta forma, la obtenciéon de un método bioanalitico consta de dos etapas
fundamentales: el desarrollo del método y la validacion.
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2.2.1 Desarrollo de un método bioanalitico

El desarrollo de un método bioanalitico o etapa de prevalidacion, es herramienta utilizada
en el ambito farmacocinético y biofarmacéutico, es una de las etapas que mds tiempo y
esfuerzo consumen para la obtencion del procedimiento; es por ello que se recomienda,
como primer paso, reunir informacion que pueda conducir de manera exitosa a la obtencion
del método bioanalitico. Entre los puntos que se deben tomar en consideracion se
encuentran los siguientes:

* Las propiedades fisicoquimicas del analito

* Las concentraciones en el fluido bioldgico que se esperan

* El tipo de matriz bioldgica

* Posibles interferencias con compuestos endégenos

* Estandar interno /externo

* Siel método es de cardcter cualitativo o cuantitativo

* El limite de deteccion que se necesita

* Elrango de concentraciones en el cual puede encontrarse el analito en la muestra

* La precision y la exactitud requerida

* Larobustez del método

* El mejor instrumento para realizar la medicion

* Disposicion de los equipos e insumos

* Si el método so6lo serd utilizado en un laboratorio o serd aplicado en otros
laboratorios alrededor del mundo

* Los requerimientos de organos legislativos [FDA (Estados Unidos) , EMEA
(Europa), SSA (México)]

El inicio del desarrollo de un método bioanalitico se inicia con el conocimiento de las
propiedades fisicoquimicas del farmaco y la matriz bioldgica en la cual se encuentra dicho
analito. El conocimiento relativo al compuesto como el pKa, solubilidad en varios
disolventes como agua, metanol, acetonitrilo, dimetisulf6xido, hexano, diclorometano
(aunque en desuso, por las nuevas politicas ambientales), la estabilidad y el peso molecular
son de vital importancia para planear un sistema de extraccion. En el caso del analito y el
estdndar interno (definido mas adelante), es preciso realizar pruebas de estabilidad en las
soluciones primarias con las cuales se preparardn las muestras. Se debera tomar en cuenta
el tiempo en el cual se consideran estables dichas sustancias a temperatura ambiente y
documentar si es necesario que las soluciones se encuentren en refrigeracion y/o protegidas
de la luz.

Es recomendable, antes de iniciar el proceso de extraccion, eliminar la mayor parte de los
componentes de la matriz biologica que puedan interferir en el proceso. Los principales
fluidos que son utilizados para determinar un analito en el dmbito farmacocinético son la
sangre, el plasma, el suero, la orina, el fluido cerebroespinal, las heces y, en menor medida
la bilis, la saliva y otros tejidos como el muscular. Dependiendo del fluido bioldgico la
limpieza de la muestra deber ser mas o menos estricta.
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La sangre es el fluido mds complejo de los antes mencionados. Consiste en un fluido con
un sistema de amortiguacion de pH, proteinas solubilizadas, grasas disueltas, una gran
variedad de sustancias enddgenas y células suspendidas como los eritrocitos, entre otros
componentes. La separacion debe realizarse con especial cuidado, ya que si la sangre no se
trata correctamente, se puede provocar la liberacion de sustancias que pueden interferir
fuertemente en la extraccion del analito de interés. Por ejemplo al cambiar las propiedades
osmoticas de la muestra, puede conducir a la lisis celular de los eritrocitos y la liberacion
de iones de hierro, los cuales, dependiendo de la naturaleza del compuesto, pueden quelar
al analito, provocando una pobre extraccion en fase acuosa .

El plasma es uno de los fluidos biologicos preferidos para realizar los estudios
farmacocinéticos. Se obtiene facilmente después de centrifugar la sangre por un
determinado tiempo. Sin embargo, algunos farmacos presentan tendencia a unirse
firmemente a algunas proteinas plasmaticas como lo son la albimina y la alfa-
glicoproteina. Si la metodologia propuesta indica que se centrifuge la muestra antes de
liberar al principio activo, en el sobrenadante se encontrardn cantidades infimas del
compuesto de interés, lo que conlleva a tener una pobre sensibilidad al realizar el andlisis.
Lo que aplica en estos casos, es adicionar una sustancia o mezcla de sustancias que
permitan romper la unidén farmaco-proteina antes de realizar la centrifugacion. Sin
embargo, el conocimiento de la estabilidad del analito es fundamental, ya que algunos
reactivos reducen drasticamente el pH de la solucion al adicionarlos a la muestra, lo que
puede implicar una degradacion del analito y otros pueden reaccionar. Algunos agentes
comunes para la precipitacion de proteinas se muestran en el cuadro 4. Los estudios en
orina tienen la ventaja de no ser procedimientos invasivos y generalmente dicho fluido se
encuentra libre de proteinas o lipidos, lo que hace que la metodologia de extraccion liquido-
liquido sea un buen candidato para aislar el analito. Por otra parte, es recomendable contar
con sistemas considerablemente sensibles, ya que cuando el paciente ha tomado juna
cantidad considerable de agua, después de la miccion, el analito se encuentra altamente
diluido en la muestra [30,31].

Uno de los puntos fundamentales dentro del desarrollo analitico es la seleccion del estdandar
interno, un compuesto con estructura similar al analito que se quiere analizar, de
concentracion conocida y constante y que se adiciona en la muestra antes de iniciar el
proceso de extraccion. El objetivo del estdndar interno es el de corregir el valor de la
cantidad recuperada debido a variaciones en el proceso de extraccion. La base fundamental
de esta herramienta en el analisis de fluidos bioldgicos puede describirse de la siguiente
manera: al colocar el estindar interno en la muestra que contiene el analito de interés,
experimentard todos los procesos involucrados en la extraccion del compuesto a analizar,
de esta forma la cantidad perdida del analito se reflejara en la del estandar interno. Las
respuestas de ambas entidades después del andlisis en el detector son comparadas
calculando la proporcion entre ellas (Analito/El). Como las pérdidas de masa entre ambas
especies son proporcionales, el cociente entre ellas permanece constante. Cabe mencionar
que aunque es muy util el uso del estandar interno para corregir las diferencias en el
recobro del analito a analizar, en el desarrollo de la metodologia bioanalitica debe
optimizarse todo lo necesario para minimizar las variaciones que puedan presentarse. En
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una etapa posterior, el estudio del comportamiento del estdndar interno indicara
fehacientemente que tan controlado se tiene dicho proceso.

Otra modalidad es el uso del estandar externo (EE). En este caso después de la extraccion y
antes de inyectar la muestra preparada al equipo en el que se va a analizar, se adiciona una
concentracion conocida de wuna sustancia determinada, que generalmente tiene
caracteristicas estructurales similares al analito de interés. En este caso, no se puede
corregir las pérdidas por extraccion y s6lo se limita a verificar lo que se denomina como la
adecuabilidad del sistema (“system suitability”), que indica si el instrumento de
cuantificacion se encuentra en estado Optimo para realizar el andlisis. En este caso, también
se realiza la relacion de analito/EE.

Cuadro 4. Procedimientos utilizados en la precipitacion de proteinas plasmaticas.

Disolvente para la
extraccion Caracteristicas

Etanol Una relacion Muestra/Etanol (1:2) es necesaria para la desnaturalizaciéon completa

proteinas. Recomendado en el caso de fdrmacos sensibles a pH’s bajos.

Acetonitrilo 1.5 volimenes de ACN es requerido para la completa desnaturalizacion de proteinas.
Cloruro de Aluminio Buen precipitante para compuestos basicos.
Acido Perclérico Excelente eficiencia. No recomendado para compuestos que se pueden degradar

Solucion de Sulfato

a pH inferiores a 3. El reactivo es necesario mantenerlo frio para evitar explosiones.

Moderadamente eficiente. La solucion se encuentra aproximadamente a pH = 7.

de Amonio saturado
Sulfato de Zinc/ NaOH Excelente eficiencia. La solucién tiene un pH cercano a 7.

Acido tricloroacético Buena eficiencia. Algunas veces la remocién del reactivo es complicada.

También el conocimiento conjunto de el intervalo de concentraciones esperada y los
maximos de absorcion en UV que presenta el compuesto, su espectro de fluorescencia,
cromatografia en capa fina, espectro de resonancia magnética nuclear y espectro de masas,
ayudara a seleccionar el mejor detector para determinar el analito de interés.

Hoy en dia, uno de los principales detectores con los cuales se realizan estudios
farmacocinéticos, de metabolismo y permeabilidad es el espectrometro de masas [32,33] el
cual tiene diferentes tipos de procesamiento, que dependiendo del objetivo, puede ser
seleccionados. Por ejemplo, el espectrometro de masas que utiliza un sistema de trampa de
iones (MS-IT) se recomienda que cuando se realizan estudios de metabolismo, ya que
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puede fragmentar a los iones en transiciones sucesivas (MS") a algtin producto resultado de

la biotransformacion con la finalidad de conocer la estructura del compuesto en cuestion.
Por otra parte, los espectrometros de masas de cuadropolo simple y triple cuadropolo
(QQQ) tiene una alta sensibilidad y son altamente reproducibles en procesos de
cuantificacion, por lo que son los mejores candidatos en los estudios de bioequivalencia.
También ya en el mercado existen los sistemas hibridos que se componen de dos o mas
tipos de detectores, aumentando sus ventajas, sin embargo tienen un costo muy elevado.

Los detectores espectrométricos han incrementado sustancialmente la sensibilidad de los
métodos bionaliticos, sin embargo, cuando un remanente del analito bajo investigacion se
adhiere, por ejemplo, en alguna zona del sistema cromatogrifico (inyector, goma del
asiento, columna etc.) es posible que al realizar la siguiente inyeccion dicho analito se
desprenda y se adicione a la muestra siguiente, provocando un aumento de la sefial
cromatografica. Este fenomeno es llamado efecto de memoria o acarreo (“carry over”) y
tiene una inferencia importante en las concentraciones mas bajas de la curva de calibracion
afectando, principalmente, la exactitud y precision del método [34]. Este fenémeno se
puede investigar inyectando después de la muestra un blanco de sistema (fase movil). Si en
el espectrograma del blanco se aprecia respuesta este fendmeno esta presente. En esos
casos, es imprescindible que después de cada inyeccion, se programe un método de lavado
en donde se limpie la aguja, el asiento y/o todo el sistema después de cada inyeccion.

Por otra parte, con base en el tipo de andlisis que se desea llevar a cabo seran los puntos que
se requieren para verificar por medio de la validacion si el método funciona para lo que fue
creado. Por ejemplo, si el método es desarrollado para la determinacion cualitativa de
compuestos a niveles de trazas, no serd necesario determinar el parametro de validacion
conocido como limite de cuantificacion o linealidad . En contraste, para estudios de
farmacocinética, los estudios antes mencionados deberan ser evaluados. Los pardmetros de
validacion a detalle se describen en la seccion 2.2.2.

En este punto, y con la informacion recabada, se inicia el trabajo experimental del
desarrollo en donde los experimentos empiricos y el disefio de experimentos son
instrumentos que permitiran encontrar las mejores condiciones para analizar el analito de
interés. Es recomendable antes de iniciar la validacion formal realizar un ensayo
exploratorio (prevalidacion), determinando los valores de algunas directrices de la
validacion, lo que ayudara a optimizarlo y a visualizar el alcance del mismo. Con base en
tipo de ensayo se deberan seleccionar los parametros de validacion a evaluar. Por ejemplo,
si se realiza el desarrollo de un método para su aplicacién en un estudio de farmacocinética
al menos cuatro parametros deberian ser explorados: la selectividad, el efecto de la matriz,
el limite de cuantificacion (lo que indicaria la sensibilidad, un punto importante en este tipo
de estudios) y la linealidad (en donde se observaria el comportamiento de la respuesta con
respecto a la concentracion, indicando el tipo de sistema-lineal, cuadratico, doble lineal-
con el cual se ajustan los datos).
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2.2.2 Validacion

Al haber encontrado las condiciones idoneas para el andlisis de la sustancia deseada es
necesario, como segundo paso, evaluar si el proceso desarrollado se comporta de manera
consistente. Es por ello que nace la necesidad de validar los métodos bioanaliticos, lo que
confiere confianza cientifica en los resultados experimentales obtenidos durante un estudio.

Hartman et al. define a la validacion como “el proceso documentado de que el método
bajo consideracion funciona para el propdsito indicado” [35]. En 1998, la disertacion de
Saha y colaboradores proponen que ‘“el método de validacion involucra todo los
procedimientos requeridos para demostrar que un método en particular que tiene como fin
la determinacién cuantitativa de un analito (o serie de compuestos) en una cierta matriz
bioldgica es confiable” [29]. Otro grupos sélo indican que la validacion es la prueba de la
repetibilidad, la especificidad y la competencia del método.

Los primeros esfuerzos por armonizar los pardmetros y los criterios de validacion se dieron
en el afio de 1990, cuando se organizd un congreso en donde participaron diversos
representantes del ambito académico y del sector industrial a nivel mundial. Los grupos
organizadores y participantes fueron la American Association of Pharmaceutical Scientist,
the United States Food and Drug Adminitstration, The International Pharmaceutical
Federation, the Helth Protection Branch y the Association of Analytical Chemists. El
objetivo fundamental de la reunion de trabajo fue el de definir los pardmetros importantes
de validacion y como evaluarlos. Como producto del trabajo del mencionado congreso la
FDA publico los acuerdos a los que se habia llegado en la revista cientifica Journal of
Pharmaceutical Research [36] y en otras revistas cientificas mds [37,38], con la finalidad
de diseminar lo mejor posible la informacion. Las nuevas recomendaciones fueron bien
recibida por la comunidad cientifica. Después de 9 afios, en 1999, se publico un
documento en forma de guia publicad por la FDA, que reunia los avances en torno a este
tema

En 1994 la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH, por sus siglas en inglés)
emiti6 2 documentos, uno en el citado afio [39] y otro en 1996 [40] referente a la validacion
de métodos analiticos en donde se aprecian los criterios generales que en su conjunto
Estado Unidos, Europa y Japon coinciden para la validacion de métodos analiticos. Cabe
resaltar que este trabajo de los expertos es uno de los primeros intentos para “armonizar”
los criterios y parametros a nivel internacional .

El segundo congreso de armonizacion sobre la validacion de métodos bioanaliticos se
realiz6 en enero de 2001. Se discutieron diferentes categorias de validacion las cuales
fueron nombrados como validacion parcial, validacion cruzada y validacion total. Por otra
parte con el advenimiento de nuevas tecnologias, como el uso del espectrometro de masas
como detector, indujo a nuevas recomendaciones y parametros que deberian ser
considerados en la validacién (concretamente el efecto de la matriz). El foro reunid
nuevamente a cientificos del todo el mundo compartiendo las experiencias en la validacion
de los métodos bioanaliticos en donde se discutieron casos experimentales y se
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establecieron optimizados criterios de aceptacion. Los acuerdos a los que se llegaron en
este ultima reunion dieron origen a una guia de recomendaciones avalada por la FDA y

otras instituciones [41].

Otros organismos han realizado trabajos colegiados para definir los parametros necesarios
para determinar la validacion de métodos analiticos y han publicados sus documentos, sin
embargo debido a la diferencia en terminologia, recomendaciones y criterios de aceptacion,
las guias de organizaciones como la IUPAC (International of Pure and Applied Chemistry)
[42], USP (United State Pharmacopoeia) [43], la AOAC (Association of Oficial Analytical
Chemist) [44], EUROCHEM [45] y la EMEA (European Medicines Agency) [46] , entre
otras, dificilmente podrian ser unificadas para establecer un documento tunico relativo a la
validacion de métodos analiticos.

Una de las guias que la comunidad cientifica se ha basado de manera internacional para la
validacién de métodos bioanaliticos es la publicada por la FDA [47]. A continuacién se
describen los puntos que conforman en su conjunto las pruebas para demostrar que el
método es confiable segiin la mencionada guia. Este documento fue publicada en enero de
2001, por lo que a través del tiempo se han perfeccionado y puntualizado definiciones y
metodologias en pos de optimizar los criterios de validacion, es por ello que en algunos
topicos se incluyen algunas observaciones con base en escritos publicados en la literatura
cientifica. Cabe resaltar que la validacion de los métodos en fluido bioldgico realizada en la
presente tesis estan basados en las recomendaciones de esta guia.

La validacion en este documento se divida en tres categorias:

a) Validacion completa. Es la validacion que se debe de realizar cuando un método
bioanalitico va a ser desarrollado e implantado por vez primera. Con este tipo de
validacion se sustenta los resultados obtenidos en los estudios de farmacocinética,
biodisponibilidad , bioequivalencia y en los estudios analiticos de interaccion
medicamentosa.

b) Validacion parcial. Se aplica la validacion parcial cuando a un método previamente
validado se le realizan ligeros cambios para cuantificar el analito de interés bajo
otras condiciones. Algunos cambios tipicos incluyen transferencia del método
bioanalitico entre laboratorios o analistas, cambios en la metodologia analitica
(diferente volumen de muestra o calor aplicado cuando se usa el rotavapor, tiempo
de concentracion de la muestra en el evaporador, cambio de agente precipitante de
proteinas, cambio de matriz bioldgica entre especies, etc.). Dependiendo del tipo de
cambio efectuado se deben determinar especificamente los parametros de validacion
que deber ser revalorados.

¢) Validacién cruzada. Este tipo de proceso indica la comparacion de los pardmetros
de validacion entre dos 0 mas métodos bioanaliticos que sirven para cuantificar a un
mismo analito o analitos (por ejemplo, entre un método cromatografico-
fluorescencia versus un ensayo por radio inmuno analisis (RIA).
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Los pardmetros fundamentales que son necesarios para demostrar que un método
bioanalitico es considerado validado son la precision, la exactitud, la selectividad, la
sensibilidad (limite de cuantificacion), la reproducibilidad y la estabilidad. De manera
tipica, las principales muestras para evaluar la validacion son las preparadas para la curva
patron (si es sistema lineal 5 muestras como minimo sin incluir el blanco) y los puntos
control (PC) que son muestras cargadas a tres niveles (alto, medio y bajo) que se
encuentran dentro del rango de concentraciones de la curva patréon y puntualmente no
coinciden con ninguna concentracion del sistema de la mencionada curva (no se repiten). A
continuacion se describe las definiciones, los criterios y las recomendaciones de todos los
pardmetros de validacion.

2.2.2.1 Selectividad

La selectividad, segun el documento de la FDA, se refiere a la capacidad de un método
analitico en determinar de manera inequivoca la respuesta del analito de interés en
presencia de otros compuestos contenidos en la muestra (e.g., en el caso de la CLAR-UV,
en donde es factible apreciar otras sefiales cromatograficas ademds del compuesto a
cuantificar). Las recomendaciones indican que para realizar esta prueba es necesario
analizar blancos de la matriz biolégica en cuestion (plasma, orina, sangre, etc.) de 6
diferentes lotes para asegurar que en el tiempo de retencion del analito a cuantificar
ninguna sustancia interfiera con dicha sefial. También es importante considerar durante esta
prueba sustancias xenobidticas que presuntamente puedan interferir con este parametro.

Es importante hacer notar que algunos autores hacen hincapié entre la diferencia entre
selectividad y especificidad. Se dice que un método es especifico cuando el método
bioanalitico s6lo responde al compuesto a analizar (de manera especifica, por ejemplo, en
la cuantificacion por radio inmuno analsis, s6lo se detecta el compuesto deseado).

2.2.2.2 Efecto de la matriz

Un pardmetro relevante que se debe determinar especialmente en sistemas en donde se hace
uso del espectrometro de masas como detector del analito es el efecto de la matriz. Este
fendmeno se presenta cuando la ionizacion del compuesto bajo estudio es modificada por
el efecto de otras sustancias que coeluyen con €l .

El primer reporte de esta condicion fue publicado por Tang y Kebarle quienes demostraron
que para ciertas bases débiles la respuesta disminuia al incrementar la concentracion de
otros compuestos que se encontraban en la misma muestra [48].

La FDA en su documento sobre la validacion de métodos bioanaliticos emitido en el afio de
2001 hace referencia a la supresion ionica. Indica, segun el escrito, que es necesario
investigar la contribucion de este efecto, con la finalidad de no comprometer pardmetros tan
importantes como la precision, la sensibilidad y la selectividad; sin embargo no indica
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como poder investigar el efecto de matriz de manera experimental y tampoco criterios de
aceptacion, por lo que los cientificos quienes desarrollan y validan los métodos
bioanaliticos han tratado de eliminar el efecto de matriz e indicando este fendOmeno como

“no considerable” o “despreciable” en las comunicaciones.

En la literatura se describen dos métodos generales que comunmente se utilizan para
determinar el efecto de la matriz: el sistema de infusién continuo [49] y el descrito por
Matuszewski y colaboradores que se refiere a la carga posextraccion [50].

En el primer caso (figura 2) se establece un flujo de fase movil que pasa del cromatdgrafo
de liquidos al espectrometro de masas. Por otra parte, en el sistemas del electrospray (ESI)
se infusiona una cantidad constante del analito de interés en fase movil (los dos flujos, del
HPLC y la bomba de infusion convergen en el ESI). Una muestra blanco (matriz procesada
sin analito) se inyecta en el cromatdgrafo. Si existen compuestos que afectan la ionizacion
de la sustancia bajo estudio, se observard un descenso en la linea base que serd critico si
dicho fendmeno se presenta en el mismo tiempo de retencidon en donde se espera la sefial
cromatografica del compuesto a analizar.

Figura 2. Esquema de conexiones en un ensayo de supresion idnica por el método de
infusion.

‘—

Infusionado

HPLC
ES]
MS

Matuzewski et al. proponen una manera cuantitativa de establecer el efecto de la matriz. En
este procedimiento se calcula el porcentaje de efecto de matriz (%EM) al relacionar la
respuesta obtenida de un blanco procesado y adicionado con el analito después de la
extraccion (R exmccisn) VETsus la respuesta analitica del compuesto en solucion a la misma
concentracion (R .. - Dentro de las recomendaciones se establece la necesidad de
procesar y probar al menos 5 lotes del fluido bioldgico en donde la muestra yace.

% E M _ Rposexrraccio’n

solucion

25



A,
Biofarmacia

Si el % EM es menor a 100, indica que existe un fendmeno de supresion ionica. Cuando
%EM > 100, el agente (o agentes) que coeluye (n) mejora (n) las propiedades de
ionizacion del analito de interés. Si %EM= 100 se dice que no hay efecto de matriz. Sin
embargo, los autores, no se aventuran en establecer una recomendacién en cuanto a un
valor definido de %EM como criterio de aceptacion.

En este punto cabe mencionar que comunmente los términos de efecto de la matriz y
supresion i6nica han sido utilizados como sinénimos; sin embargo, no es correcto, ya que la
supresion indica una de las posibilidades que puede suscitarse en este fendmeno.

En el ano de 2010 la EMA public6 una guia en donde en su apartado de evaluacion del
efecto de la matriz indica un procedimiento para determinarlo e indica un criterio de
aceptacion [46]. El criterio discriminante es el Factor de Matriz (FM) que se calcula
dividiendo la respuesta normalizada (respuesta de la muestra dividida entre la respuesta del
estdndar interno del blanco con adiciéon del analito posextraccidn) entre la respuesta
normalizada del analito sin matriz (en solucién).

Las recomendaciones de la guia de la EMA indican que la concentracion que debe probarse
es la correspondiente al limite de cuantificacion por triplicado (méximo). Ademas deben
procesarse y examinarse al menos 6 lotes del fluido bioldgico en cuestion. El %CV de MF
entre los lotes a la mencionada concentracion no debe ser mayor del 15%.

2.2.2.3 Linealidad

Este pardmetro indica la relacion que existe entre la respuesta del instrumento y la
concentracion del analito en estudio. Generalmente se trabajan con estructuras matematicas
del tipo ax+b, de manera directa o por ponderacion (1/x, 1/y etc.). Los recomendaciones
indican que se debera realizar una curva de calibracion por cada analito a cuantificar en la
muestra, las cuales deben haber sido preparadas en el fluido bioldgico a tratar. El intervalo
de trabajo deberd establecerse con base en las probables concentraciones del analito en el
ensayo a realizarse. Por otra parte, es recomendable que la curva posea de seis a ocho
niveles de concentracion , un blanco (muestra de la matriz procesada) y una muestra cero
(matriz procesada y estdndar interno). La relacion entre la respuesta analitica y la
concentracion del analito debe ser continua y reproducible.

La guia de la FDA no refiere directamente sobre un pardmetro o valor especifico para
demostrar la linealidad (r, 1), sin embargo indica que es necesario demostrar dicha
propiedad en base a la variacion estadistica. De manera general, la comunidad cientifica ha
demostrado la linealidad de los métodos bionaliticos evaluando el coeficiente de
correlacién (r) o al coeficiente de determinacién (r*). Algunos autores reportan también la
variacion de la ordenada al origen y la pendiente. Sin embargo, existe evidencia de que en
algunos casos son insuficientes estos parametros para determinar la linealidad, por lo que se
recomienda hacer una analisis estadistico mas exhaustivo [51].
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En procesos en donde la respuesta analitica no sea directamente proporcional a la
concentracion del compuesto a estudio, es permitido establecer otro tipo de sistemas
matematicos para establecer la curva de calibracion; sin embargo, deben considerarse un
mayor numero de niveles y encontrar un sistema estadistico adecuado para evaluarla.

2.2.2.4 Limite de cuantificaciéon (LC)

El limite de cuantificacion es definido como la minima concentracion que el método
bioanalitico puede determinar de manera precisa y exacta. En la mayoria de los casos se
define el minimo nivel de la curva de calibracion como el LC.

Por otra parte debe cumplir con los siguientes postulados:
* La respuesta a la concentracion que se indique como LC debe ser por lo menos 5
veces mayor a la respuesta que posee el blanco.
* Larepuesta al LC debe ser totalmente identificable, discreta y reproducible con una
precision aceptable (%CV menor al 20%) y una exactitud entre + 20% del valor
nominal.

2.2.2.5 Exactitud

La exactitud de un método indica la cercania de los valores obtenidos experimentalmente
con respecto a los valores (concentraciones) considerados como reales (tedricos). Para
determinar este parametro de validacion es necesarios procesar (por lo menos) 5 curvas a
tres diferentes concentraciones (Puntos control -PC- alto, medio y bajo). El porcentaje de
coeficiente de variacion (%CV) obtenido para cada nivel de concentracion y al compararlo
con el valor nominal (tedrico) debe ser menor al 15% y se permite hasta un 20% para el
nivel mas bajo . Alternativamente, algunos autores reportan este parametro a través de la
desviacion estandar absoluta, la cual se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

CPerp = CP1s
CPeo

%DEA = *100

en donde

Cp.,,= Concentracion plasmatica experimental
Cp..,.= Concentracion plasmadtica tedrica
%DEA= Porcentaje de Desviacion estandar

Otra manera de poder calcular la exactitud es a partir del porcentaje recuperado. En este
procedimiento y a partir de las puntos controles preparados, se calcula la concentracion
experimental de los mencionados puntos y se compara con respecto a la concentracion
nominal:
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C ,
%R - pexperlmental XIOO

p nominal

Al igual que en el primer caso, los valores deben encontrase en un rango de £ 15% de la
concentracion nominal.

2.2.2.6 Precision

Evalua la cercania de lo valores experimentales obtenidos cuando el procedimiento
bioanalitico es aplicado repetidamente. En este caso, las muestras cargadas con el analito a
tres niveles (puntos control por quintuplicado) son procesadas y se calcula el coeficiente de
variacion de la respuesta para cada concentracion definida. Con base en las
recomendaciones de la FDA, el coeficiente de variacion no debe sobrepasar el 15% a cada
nivel, con excepcion del punto mas bajo de la determinacion, el cual puede tener hasta un
20% de CV.

El estudio de la precision de un método bioanalitico se divide en dos vertientes: la
repetibilidad y la reproducibilidad. En el primero de ellos, también conocido intra-corrida,
se evalua la variabilidad cuando se aplica el método utilizando los puntos control por
quintuplicado en un solo dia. Por otra parte, la reproducibilidad en la validacion de métodos
bionaliticos, segun la guia de la FDA, es evaluada a través de la magnitud que relaciona la
variacion en los resultados observados cuando uno o mas factores, tales como el tiempo, los
analistas, los equipos y la marca de reactivos varia, e incluso los laboratorios.

Es importante indicar que algunas guias como la ICH proponen una “precision intermedia”,
que expresa las variaciones obtenidas en el laboratorio debido a la aplicacion del método en
varios dias, cambio de analista, uso de diferentes equipos, entre otros factores y por otra
lado, define a la reproducibilidad estrictamente como el grado de concordancia de los
resultados experimentales entre laboratorios.

2.2.2.7 Recobro

Se le denomina recobro a la relacion que existe entre la respuesta obtenida de la muestra
procesada (respuesta analitica de una muestra cargada después de aplicar la técnica de
extraccion) a una concentracion especifica y la respuesta del analito no procesada a la
misma concentracion. Este parametro puede ser evaluado a partir del recobro absoluto o
relativo [52]. En el primer caso, las muestra cargadas con el analito son procesadas segin
la  metodologia desarrollada, obteniéndose las respuestas analiticas (R ceduta)-
Posteriormente dicha propiedad se compara con la respuestas obtenidas del analito que no
sufrio el proceso de extraccion a las mismas concentraciones (R analito en solucion):

solucién?
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_ R procesada

Recobro,, =

solucion

En el recobro relativo, que tiene la finalidad de evaluar de manera indirecta el efecto de
sustancias que son co-extraidas de la matriz junto con el analito, se preparan las muestras a
ciertas concentraciones y segtn el procedimiento analitico son extraidas (R, ,cesda)-

Por otra parte, una serie de blancos de la matriz se procesa y se adiciona la cantidad del
compuesto a las mismas concentraciones que en caso anterior (carga post-extraccion).
Finalmente, se compara las respuestas analiticas obtenidas de ambos procedimientos

(Rpostexlraccién) :

procesada

Recobro,, =

posextraccion

En los métodos bioanaliticos que son desarrollados por espectrometria de masas, debido a
la probable influencia del efecto de la matriz sobre la respuesta del analito, es aconsejable
reportar el recobro relativo.

En ambos casos, la guia de la FDA especifica que no es necesario obtener el 100% del
porcentaje de recobro, pero si es imprescindible demostrar, tanto para el analito como el
estdndar interno, que a los diferentes niveles (concentracion alta, media y baja) dicho
pardmetro de validacion sea preciso y reproducible. De manera general, se considera que el
método cumple con el recobro si esta valor se encuentra en una rango del 60 al 100% sin
embargo, algunos autores con base en la complejidad del compuesto, el tipo de matriz y la
cantidad de analito en el fluido bioldgico, consideran que el intervalo de aceptacion debe
ser mas amplio; por ejemplo, para firmacos que se encuentran en concentraciones de 1ppb,
el rango aceptado del recobro podria estar entre 40-120% [53].

2.2.2.8 Estabilidad

La estabilidad de la muestra es un punto a considerar desde el inicio del desarrollo del
método bioanalitico hasta el procesamiento de muestras con un sistema validado. Los
experimentos de estabilidad que son recomendados realizar deberan ser representativos de
los probables escenarios del manejo de la muestra segun el método bioanalitico a instaurar.
La guia de la FDA indica 5 tipos diferentes de estabilidades, las cuales a continuacion se
definen y se describe el proceso experimental para evaluarlas.

a) Estabilidad por ciclos congelacion/descongelacion. En este caso se preparan al
menos por triplicado a dos niveles (alto y bajo) muestras cargadas con el analito de
interés. Posteriormente se congelan a la temperatura definida (generalmente —20 °C)
y se descongelan completamente sin ayuda a temperatura ambiente después de 12 a
24 horas. Una vez mas se vuelven a colocar en el refrigerador a la temperatura
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d)

determinada. Esta operacion se realiza hasta completar tres ciclos de
congelacion/descongelacion y en esta ultima etapa se analizan las muestras. En la
caso que se compruebe que al analito es inestable a esas condiciones se recomienda
realizar la misma metodologia pero con una temperatura de congelaciéon de —70 °C.

Estabilidad corta. Se preparan las muestras en el fluido biolégico al menos por
triplicado a dos niveles (alto y bajo) y se colocan a temperatura ambiente por
espacio de 4 a 24 horas. El intervalo de tiempo que deberd escogerse para esta
prueba dependerd del lapso que es necesario aguardar para procesar desde la
primera muestra hasta la ultima.

Estabilidad larga. El proceso de estabilidad larga se realiza con base en la
evaluacion de la estabilidad de la muestra después de un periodo largo de
almacenamiento. Para ello se preparan muestras (con la cantidad necesaria para
poder tomar 3 alicuotas para analisis) de concentracion alta y baja por triplicado.
Las concentraciones de las muestras almacenadas y después procesadas son
comparadas con la media de las concentraciones de aquellas que fueron analizadas
en el primer dia del inicio del estudio.

Estabilidad del Stock. La estabilidad del analito y el estandar interno en las
soluciones primarias deben ser investigadas por espacio minimo de 6 horas a
temperatura ambiente. Si dichas soluciones son refrigeradas para su uso, este hecho
debera ser documentado. El ensayo de estabilidad del stock se realiza relacionando
la respuesta obtenida del analito o estandar interno después de un periodo
establecido de horas a ciertas condiciones con la respuesta de soluciones de
preparacion reciente.

Estabilidad pospreparativa. Esta pruebas sirve para conocer la estabilidad de la
muestra después de ser procesada. También debe tomarse en cuenta el tiempo en el
cual las muestras se encuentran en el inyector del cromatdgrafo de liquidos. Es
recomendable realizar estudios estadisticos para determinar las estabilidades antes
mencionadas.

2.2.2.9 Limite de deteccion

Segun

la USP (US Pharmacopoeia) define al limite de deteccion como la minima

concentracion del analito en una muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente
cuantificada [43].

Los limites pueden asignarse con base en la relacion que existe entre la sefal o respuesta
del analito y el ruido (perturbaciones inherentes en la sefial después de procesar e inyectar
solo la muestra). Generalmente y de manera “ocular” se permite una relacion de 1:3 veces
el valor del ruido.
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Otra manera para poder calcularlo es a partir la desviacion estandar (o) de la senal de ruido
de cierto nimero de blancos procesados (6 aproximadamente) y la pendiente de la curva de
calibracién de analito de interés. En este caso, se calcula el LD como 3.3 veces al valor del

ruido:

Lp=33<
m

El uso de esta ecuacion reduce la probabilidad de error por apreciacion en el valor de LD.
En los métodos bioanaliticos es necesario cuantificar el compuesto de interés de manera
exacta y precisa, por lo que este parametro de validacion no es muy requerido, sin embargo,
alguno autores en sus escritos lo reportan probablemente con el afan de mostrar el alcance
sensitivo del método analitico desarrollado y la determinacion inconfundible entre el LC y
este rubro. La guia de la FDA no incursiona profundamente en este pardmetro.

2.2.2.10. Integridad de la dilucién.

La prueba de integridad de dilucién se refiere a que si alguna muestra debe ser diluida
durante la experimentacion, el resultado de la interpolacion de la respuesta en la curva de
calibracion establecida debe cumplir con la exactitud y la precision requerida.

La FDA, en uno de sus apartados, menciona esta prueba, sin embargo no comenta
pardmetros de aceptacion. La EMA, en su guia de métodos bioanaliticos [46], lo propone
como uno de los principales puntos a validar, e indica para esta prueba que se debera
preparar muestras que se encuentren arriba del punto mas alto de la curva de calibracion.
Dichas muestras se deberdn diluir con el fluido bioldgico correspondiente (al menos 5
determinaciones por factor de dilucion) y analizadas. Los puntos de la validacion, como la
exactitud y la precision, deberan estar bajo los limites establecidos. En ninguna guia se
establece una secuencia progresiva para evaluar los puntos de validacion; sin embargo, de
manera general, se puede decir que en la validacion de métodos bioanaliticos para estudios
de farmacocinética o bioequivalencia es recomendable iniciar con los ensayos de
estabilidad (stock, a corto plazo, post-preparativo), selectividad, efecto de matriz,
linealidad, limite de deteccidon, exactitud, precision y recobro, en ese orden. Algunos
autores indican cuales son los parametros con los cuales hay que tener mayor cuidado
cuando se valida un método bioanalitico. Dos parametros sobresalen en esa observacion: el
recobro y la supresion de iones.
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En el primer caso, para ciertos farmacos es posible que las muestras cargadas para realizar
el recobro no sean predictores de lo que sucede en el organismo; por ejemplo, en el caso de
la cuantificacion de metabolitos inestables (como N-Oxidos y glucurénidos) que se
transforman en otros compuestos in vivo. Por otra parte, el efecto de matriz posee una gran
cantidad de causas, como son el tipo de matriz bioldgica, los anticoagulantes, metabolitos,
otros medicamentos que se administran en conjunto con al analito al sistema vivo y en
algunas ocasiones hasta el tipo de proveedor con los que se adquieren los tubos colectores
de sangre. Por estas situaciones, dependiendo del método bioanalitico desarrollado, es
recomendable realizar otras pruebas no consideradas en las guias con la finalidad de
cuantificar de manera confiable el compuesto bajo estudio.
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23 CASIOPEINAS: COMPLEJOS DE COORDINA,CI()N
CON ACTIVIDAD ANTINEOPLASICA

2.3.1 Cancer y casiopeinas.

El cancer es una de los principales padecimientos a nivel mundial. Segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en inglés), en el afio 2008, 7.6
millones de personas murieron por procesos neopldsicos (alrededor del 13% de todas las
muertes registradas). Las proyecciones de este 6rgano indican que se espera un repunte en
el numero de casos y para el afio 2030, 13.1 millones de personas perderan la vida por esta
enfermedad [54].

Segun esta organizacion, los principales tipos de cancer que se diagnostican a nivel mundial
(por orden decreciente de casos) son: cancer de pulmoén, estomago, sistema colo-rectal,
higado y pecho. La incidencia del tipo de neoplasias difieren entre el género, siendo en el
hombre el cancer de pulmoén, estdmago, higado, sistema colo-rectal, es6fago y prostata los
mas importantes. En las mujeres, los procesos neoplasicos que mds frecuentemente se
observan son el cdncer de pecho, pulmén, estdomago, higado y cervicouterino. La
probabilidad de desarrollar cancer puede ser decrementada en gran medida cambiando
ciertas costumbres. Estudios sobre la incidencia de tumores muestran que aproximadamente
el 30% de las muertes por cancer podrian ser prevenidos.

En el caso de México, con base en la informacion consultada en el mes de junio del afio
2013 en la pagina del Instituto Nacional de Estadistica e Informdtica (INEGI), durante el
afio 2011, del total del defunciones registradas en el pais, 12.9% fueron por algun tumor y
de éstos, 93.6% se debieron a neoplasias malignas. Por otra parte, entre los principales
tumores malignos por los que fallece la poblacion de 20 afios y mas en México, se observan
diferencias significativas entre hombres y mujeres. Las mujeres mueren por cancer de
mama (13.8%), por cervicouterino (10.4%) y de estdmago (7%), en tanto que los hombres
fallecen por cdncer de prostata (16.9%), de bronquios y de pulmén (12.8%) y de estomago
(8.6%) [S5].
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Existen diversos métodos terapéuticos para tratar este padecimiento [56] y de manera
constante se han logrado grandes progresos en este tema. De manera general y en base
principalmente en base a la informacion difundida por el National Cancer Institute de los
Estados Unidos, los tratamientos pueden se clasificados en cuatro grandes categorias:
Cirugia, Quimioterapia, Radioterapia y otros tratamientos antineopldsicos. En este ultimo
punto se integran procedimientos como son la terapia dirigida, inmunoterapia, terapia
hormonal, inhibidores de angiogénesis y la terapia complementaria y alternativa.
Generalmente en la cura o procedimientos paliativos para esta enfermedad se utilizan de
manera combinada una o mas de estas técnicas. La busqueda de nuevas moléculas con
actividad terapéutica es una de las labores constantes de la investigacion en torno a este
problema, en donde productos orgdnicos, inorganicos y biotecnologicos estan sujetos a
escrutinio.

Dentro del campo de la Quimica Inorgdnica, uno de los farmacos que demostrado tener una
alta capacidad antineoplasica es el Cisplatino, un complejo de coordinacion con centro de
platino. Este hecho ha promovido el estudio de otros compuestos con base en diversos
metales como potenciales agentes quimioterapéuticos. Interesantemente, los metales
ofrecen diversas propiedades incluyendo, un extenso rango de nimeros de coordinacion,
varios estados de oxidacion y diversos ligandos, que en su conjunto, permiten obtener una
gran diversidad de estructuras que pueden ser explotadas para el tratamiento oncolégico
[S7]. Existe reportados investigaciones en donde se han estudiado complejos de paladio,
rutenio, lantano, galio y rodio, entre otros [58, 59]. Algunos como en el caso del vanadio,
han alcanzado una etapa preclinica [60].

Otro campo en el estudio de complejos de coordinacion es constituido por compuestos que
en su esfera de coordinacidn poseen cobre como atomo central. En este contexto, Lena Ruiz
y colaboradores desde 1975 han sintetizado moléculas de coordinacion que poseen
metales de la primera serie de transicion (Mn, Fe, Cu, y Zn). En especial, algunos
compuestos disefiados a base de cobre han demostrado tener capacidad citotoxica, seguin
los lineamientos exigidos dentro del panel de cernimiento sugerido por el Cancer
Chemotherapy National Service perteneciente al National Cancer Institute de los Estados
Unidos. A esta familia de compuestos de coordinacion se les ha denominado Casiopeinas,
las cuales ya han sido patentadas [61-64] y que poseen titulo de marca [65].

La familia de compuestos CASIOPEINAS ® con férmula general [Cu(NN)(ON)]NO; o
[Cu(NN)(OO)INO, es un grupo de compuesto de coordinacién de cobre II (Cu**) con
centro metalico, que en las esferas de coordinacion presentan un ligante bidentado del tipo
diimina (N-N) y otro que puede ser aminoacidato (N-O) o donador (O-O).

El disefno de estos compuestos se realizd pensando que la planaridad en la geometria de la
molécula asi como el ligante diiminico podrian conferirle la capacidad de intercalarse con
el DNA. Ademas el centro metalico puede participar en ciclo redox liberando especies
oxidantes (ERO, especies reactivas de oxigeno) que pudieran interaccionar con el material
genético de la célula neopldsica. Por otra parte, al utilizar metales esenciales
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como el cobre es probable que los efectos adversos producidos por el anticancerigeno

disminuirian [66].

Se han sintetizado alrededor de 100 compuestos pertenecientes al grupo de Casiopeinas que
conforman 9 subfamilias, divididas en base al tipo de ligante que poseen en la esfera de
coordinacion. Las formulas generales para cada una de las subfamilias antes mencionadas
se muestran en el cuadro 5.

Segun reportes de estabilidad, los sistemas de coordinacién terciaria conformados por Cu*,
diiminas aromaticas y un segundo ligante que contenga oxigeno como donador (como en el
caso de las Casiopeinas), poseen una alta e inusitada estabilidad en solucidn; por ejemplo,

en mezclas de Cu y 1,10-fenantrolina el 90% del rendimiento de la reaccion corresponde a
la especie Cu(phen)** [67].

Cuadro 5. Subgrupos de la familia Casiopeinas.

Sub Familia Férmula general
Casiopeina I Cu(4,7-difenil-fenantrolina)(O-N)]NOs3
Casiopeina II Cu(4,7-metil-fenantrolina)(O-N)]NO3
Casiopeina III  [Cu (N-N)(O-N)]NOs3

[
[
[
Casiopeina IV [Cu(4,4 -dimetil-bipiridina)(O-N)|NOs
Casiopeina V. [Cu(5R-fenantrolina)(O-N)]NOs3
Casiopeina VI [Cu(5,6-dimetil-fenantrolina)(O-N)]NOs
Casiopeina VII  [Cu(fenantrolina)(O-N)]NOs
Casiopeina VIII  [Cu(3,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)(O-N)]NOs
Casiopeina IX  [Cu(bipiridina)(O-N)]NO3

Cu(phen)™ + L'~ <> Cu( phen)[*™"*

Este comportamiento es anomalo, ya que de manera empirica se observa que el sistema
donador (O) forma complejos mds estables con estructuras del tipo [Cu(N-N)]** que con el
16n Cu hidratado. Sigel y colaboradores explican este fendmeno indicando que la atraccion
de densidad electrénica que ejerce el nitrégeno hacia el cobre en la especie [Cu(N-N)]*
provoca que el sistema tenga caracteristicas de un dcido duro; consecuentemente,
reaccionardn favorablemente con sistemas de bases duras como los donadores de oxigeno

[68].

Por otra parte se han realizado estudio del tipo QSAR, en donde con base en las
propiedades fisicoquimicas de estos complejos de coordinacion, como el potencial de
media onda (E,,) y la concentracion inhibitoria 50 (ICs,) en varias lineas celulares, se ha
establecido que para Casiopeinas que pertenecen a los sistemas [Cu(N-N)(acac)]NO; y
[Cu(N-N)(gly)]NO; la parte del anillo aromaético es fundamental para preservar el efecto
antiproliferativo celular [69]. Actualmente, con base en los resultados de la investigacion,
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dos complejos de coordinacidon pertenecientes al grupo han demostrado ser serios
candidatos a alcanzar la etapa clinica: la casiopeina Illia y la casiopeina IIgly, siendo esta
ultima molécula objeto de investigacion biofarmacéutica en la presente tesis.

2.3.2 Casiopeina IIgly®

Figura 3. Estructura de la casiopeina Ilgly.

La casiopeina IIgly®, (nitrato de acua 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina glicina cobre(Il))
(figura 3) es un compuesto de coordinacién que ha mostrado tener mayor actividad
antineoplasica y una toxicidad menor en comparacion con el quimioterapéutico cisplatino.
Este complejo de coordinacion es objeto de estudio de varios grupos multidisciplinarios
que se encuentran evaluando diversos aspectos relacionados como son el mecanismo de
accion, toxicidad, farmacologia, tecnologia farmacéutica y farmacocinética. A continuacion
se mencionan aspectos relevantes de la investigacion en torno a esta molécula.

2.3.2.1 Propiedades fisicoquimicas y analisis instrumental

La sintesis de este complejo de coordinacion se encuentra detalladamente descrita en las
patentes correspondientes [62-64]. Algunas caracteristicas fisicoquimicas de la casiopeina
IIgly se enumeran en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Caracteristicas fisicoquimicas de la casiopeina IIgly.

Propiedad Valor/descripcion
Férmula CuCl16H16N4Os 2H-0
Peso molecular 443.90 g/mol
Descripcion fisica Polvo fino de color azul intenso

Densidad aparente 0.425 g/mL

Solubilidad Altamente soluble en metanol, etanol,
y mezclas acuosas con estos dos alcoholes,
soluble en agua.

El método instrumental de analisis por espectroscopia UV muestra dos picos maximos de
absorcion, uno en 273 nm y otro a 209 nm, presentando en la primera longitud de onda una
mayor absorbancia. En espectroscopia IR las principales sefales caracteristicas son las
siguientes: 3255 cm™ (grupo amino), 1380 cm™” (NO;), 1601 cm ~'(C=0) y 1524 cm™ (-
C=N). En la parte correspondiente a la fenantrolina se observan sefiales en 1429, 871y 726

cm’.

Los estudios de estabilidad del complejo de coordinaciéon en diferentes soluciones
fisiologicamente compatibles demuestran que este compuesto es estable en dextrosa al 5%
durante tres semanas, en solucion de Hartmann (Ringer con lactato de sodio) es estable al
menos tres semanas. En el caso de la solucién salina (cloruro de sodio al 0.9%), un medio
utilizado comunmente, la casiopeina IIgly no es estable. Las observaciones muestran la
formacion de un precipitado al contacto con el mencionado medio. El analisis por
espectroscopia infrarroja mostré que los grupos nitrato habia sido sustituidos por iones
cloruro [70].

2.3.2.2 Actividad Biologica

Uno de los primeros ensayos de actividad in vitro que se realizé para este complejo de
coordinacion se llevd a cabo utilizando las lineas celulares L1210 (leucemia) y CHI1
(carcinoma ovdrico) sensibles y resistentes al quimiterapéutico cis-platino, farmaco de
eleccion para el tratamiento de ciertos tipos de cdncer. La exposicion de este compuesto
con las células mostré que la casiopeina Ilgly tiene capacidad apoptotica. Por otra parte,
los estudios morfoldgicos demostraron que el compuesto de coordinacion también produce
necrosis. Los resultados obtenidos indican que la casiopeina IIgly mata a las células
sensibles y resistentes al cisplatino, lo que hizo avistar que el mecanismo de accidn es
diferente para las dos moléculas ensayadas [71].
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Posteriormente, en el afio de 2001, se realizaron una parte de las pruebas que conforman al
panel del cernimiento del National Cancer Institute para la busqueda de nuevos
quimioterapéuticos con probable accion antineopldsica. Los resultados fueron alentadores e
indicaron que la casiopeina IIgly posee una actividad antiproliferativa mayor en varias de
estas células que el farmaco de referencia con base en platino [72]. Algunos resultados de
esta investigacion se muestran en el cuadro 7.

Cuadro 7. Concentracion Inhibitoria 50 (ICs)) de diversas lineas celulares al ser expuestas
a la casiopeina II gly y el cisplatino.

Carcinoma cOrvico-uterino PrUstata Colon Mama
Hela SiHa BT PT3 ACI-1> MCTE-7

pg/mL [ uM | pg/mL | uM | pg/mL | uM | pg/mL | uM | pg/mL | uM | pg/mL | uM

Casllgly 033 [0.74] 046 |1.03| 095 [2.14] 1.62 |3.46] 1.10 |[253] 2.03 |4.58
Cisplatino 1.56 [520] 1.49 | 490 5.62 [18.60] >I5 | >15 1.38 [4.60] 1.68 |5.60

También, se han realizado ensayos con otras células como el meduloblastoma y
neuroblastoma humano, en donde se apreci6 la induccion de un efecto apoptético [73].

El tratamiento sinergista de dos a mas farmacos antineoplasicos es cominmente usado en
los nosocomios para el tratamiento del céncer. En algunas ocasiones, dependiendo del tipo
de agente quimioterapéutico y la dosis se obtienen resultados positivos en la remision de
los tumores. Se report6 un estudio en donde la Casiopeina IIgly y diversos antineoplésicos
comerciales como el carboplatino, cisplatino, oxaliplatino y busulfdn fueron ensayados a
diversas proporciones de dosis en las lineas celulares Cal.o, LnBI, HeLa, HCT-15, SiHa,
MCF-7, U-373 y SK-LU-1, teniendo como pardmetro de medicion el % de viabilidad [74].

Con respecto a la actividad in vivo, se han realizado diversos ensayos utilizando el modelo
de raton desnudo xenotransplantado. Las lineas celulares que han sido utilizadas en esos
experimentos son la HCT-15, PC-3 y Hela. Los resultados de estos experimentos ayudaron
a la obtencion de la dosis terapéutica tentativa, tomado en consideracion la funcién tumoral
y el retraso del crecimiento. Por ejemplo, en el caso de la linea celular HCT-15, el mejor
valor de dosis encontrado que inhibe el crecimiento tumoral es de 1 mg/kg, segun el ensayo
reportado [75].

2.3.2.3 Mecanismo de Accion
El mecanismo de accidn de la casiopeina IIgly aun no se ha dilucidado completamente; sin
embargo, los esfuerzos por conocer esta caracteristica han demostrado en los estudios

iniciales que este complejo de coordinacion tiene la capacidad de inducir apoptosis y
necrosis [71].
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Los ensayos realizados en la linea celular del glioma C6 mostraron que la casiopeina Ilgly
incrementaba la produccion de especies reactivas de oxigeno e incrementaba la actividad
del factor de induccion de apoptosis y la endonucleasa G a todos las concentraciones
usadas. Por otra parte, se pudo observar que a concentraciones altas (5 y 10 yg/mL) se
presentd un incremento en la liberacion del citocromo C, fragmentacion del ADN
nucleosomal y la activacion de la Caspasa-3, un indicador de la activacion de la via
apoptotica. Los resultados demostraron que la casiopeina IIgly induce la muerte celular por
dos vias diferentes y que se activan de manera dosis dependiente. Los ensayos in vivo
realizados en este trabajo confirman la actividad antiproliferativa de la casiopeina IIgly
[76].

Por otra parte, Rodriguez-Enriquez y colaboradores realizaron ensayos en lineas celulares
HeLa (Humanos) y AS-30D( roedores) para investigar si el compuesto bajo estudio tenia la
capacidad de poder inhibir la glucdlisis, via metabdlica que se encuentra altamente activada
en las células cancerigenas debido a la alta tasa de reproduccion que éstas poseen. Los
resultados concluyeron que la casiopeina Ilgly tiene la capacidad de inhibir la fosforilacion
oxidativa y la glucolisis. Ademds, los ensayos in vivo, en donde se implantaron estas
células de manera intraperitonial en ratas hembra, indicaron que aunque no se detuvo
completamente el crecimiento del tumor, este complejo de coordinacién tuvo un importante
efecto citostatico en esas lineas celulares [77].

En otro estudio realizado por Rivero-Miiller y colaboradores, se encontré que la casiopeina
IIgly se une con gran afinidad a las moléculas de ADN y RNA, provocando la escision de
estas cadenas, probablemente via la produccion de radicales hidroxilo. La induccion de
radicales libres en el entorno nuclear fue constatada al encontrar la especie 8-oxo-2'-
deoxiguanosina (8-0xodG), uno de los mayores productos de oxidacion del ADN; sin
embargo, al parecer la superoxido dismutasa no participa en la sintesis de productos
reactivos que pudieran dafar el material genético. La casiopeina IIgly ademds tiene la
habilidad de poder escindir el ARN, ARN-plasmico y ADN en presencia de ascorbato lo
que indica que este compuesto de cobre, aun sin la presencia de especies reactivas de
oxigeno, tiene la capacidad de poder afectar el material genético [78]. No obstante, los
estudios de generacion de ERO’s en el citosol indican que no se generan estas especies en
esa region celular, lo que conduce a pensar en la probabilidad de que el efecto de esta

molécula estd restringido s6lo a una regién en particular, como el nucleo o la mitocondria
[79].

Se realizaron también experimentos en las lineas celulares de pulmén A549 y H157 para
investigar a mayor profundidad el mecanismo de generacion de ERO’s. En este estudio se
demuestra que las concentraciones de glutation intracelular disminuyen de manera
considerable y dicho compuesto es utilizado por la casiopeina IIgly como donador de
electrones para catalizar la reaccion de Fenton en ambas células, produciendo més agentes
oxidantes. La casiopeina IIgly también causa una produccion elevada de ERO’s en la
mitocondria y despolarizacion en el organelo antes mencionado [80].
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2.3.2.4 Toxicidad

La toxicidad es uno de los principales puntos que es investigado durante el proceso de la
etapa preclinica. En ella se realizan diversos estudios en por lo menos dos especies
animales (roedor y no roedor). En gran medida, estos estudios, aunados a la actividad y los
estudios biofarmacéuticos y farmacocinéticos, determinan si el candidato a farmaco tiene
los elementos suficientes para ser probados en seres humanos.

En el caso de la casiopeina IIgly se han realizado estudios de toxicidad dando como
resultado la obtencion de la dosis letal 50 (DL,,) y la dosis letal 90 (DL,,) en rata y ratones
[81]. En el cuadro 8 se muestran los resultados obtenidos. Los trabajos de toxicidad en el
modelo bioldgico canino indicaron que la dosis letal 50 y la dosis letal 99 para este sistema
bioldgico es de 5 mg/kg y 160 mg/m’, respectivamente [82].

Cuadro 8. Dosis letal 50 (DLy)) y la dosis letal 90 (DL,)) de la casiopeina Ilgly
(administraciones intraperitonial e intravenosa) encontradas en los modelos
animales de rata y raton.

Modelo Animal Wistar Macho Wistar hembra
Via de administracion IP | A% IP v
Rata Wistar mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
DL50 8.46 7.83 8.83 8.89
DL90 11.61 8.88 10.6 12.1
Raton ICR

DL50 15.59 15.5 15.67 153
DL90 19.79 17.95 17.71 16.81

Adicionalmente, en el trabajo de toxicidad en perros se realizaron ensayos como
hemograma, bioquimica sanguinea, urianalisis, equilibrio dacido-base, necropsia,
histopatologia y microscopia electronica. Luego de la administracion de casiopeina Ilgly, se
observo la inversion de la onda T cardiaca, lo que indica hipoxia al miocardio. Por otro
lado, se apreci6é un aumento en la frecuencia respiratoria y disminucién de la saturacion de
oxigeno. Como resultado de la exposicion de casiopeina Ilgly a dosis altas, el perro
presentd disnea, cianosis y edema pulmonar y finalmente muere en un lapso de 20 a 40
minutos. En la necropsia practicada se pudo constatar que las partes anatomicas como la
traquea, bronquios primarios y secundarios contenian abundante espuma blanquecina. Las
pruebas realizadas indican que la casiopeina IIgly afecta directamente las mitocondrias del
musculo cardiaco, lo cual produce una insuficiencia cardiaca aguda.

Con la finalidad de investigar a nivel bioquimico el mecanismo de toxicidad muscular que
sufre el musculo cardiaco, Herndndez-Esquivel y colaboradores realizaron diversos ensayos
en donde perfundieron corazones aislados de rata con glucosa, octanoato, glucosa mas
octanoato y diferentes concentraciones de casiopeina. La investigacion reveld que la
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casiopeina IIgly induce una disminucion en el gasto cardiaco al igual que decrementa el

consumo de oxigeno en el mencionado 6rgano. A nivel bioquimico se observo una fuerte
disminucion de la actividad del piruvato y 2-oxoglutarato deshidrogenasa, al igual que la
creatin cinasa, lo que pone de manifiesto que el compuesto de coordinacion tiene la
capacidad de afectar la fosforilacion oxidativa para la produccion celular de ATP. Dentro
del panel de investigacion, los autores también realizaron los ensayos con la adriamicina,
un farmaco antineopldsico, que se sabe afecta al musculo cardiaco. Al comparar los
resultados obtenidos de este ultimo farmaco con los de la casiopeina IIgly se observo una
menor toxicidad por parte del complejo de coordinacion a base de cobre [83].

Con base en los reportes conocidos sobre la toxicidad que ejerce el cobre sobre los
eritrocitos, De Vizcaya et al. realizaron un estudio con la finalidad de conocer como afecta
la casiopeina Ilgly al tejido sanguineo. Los resultados demostraron que después de una
administracion intravenosa en ratas (dosis Smg/kg), el compuesto de coordinacion tiene la
capacidad de inducir anemia hemolitica, acompafiada de leucositosis y neutrofilia. Sin
embargo, los analisis practicados a los sistemas bioldgicos utilizados indicaron que después
de 15 dias de la administracion, el organismo tendia a la recuperacion en cuanto a la
integridad y morfologia de los eritrocitos [84].

2.3.2.5 Estudios Biofarmacéuticos y Farmacocinéticos

Como parte de los estudios preclinicos, los ensayos farmacocinéticos y biofarmaceuticos
proporcionan informacion substancial sobre el comportamiento de la entidad quimica bajo
estudio en un organismo, dando como resultado la generacion de modelos matematicos que
describen dicho comportamiento y, en casos favorables, en conjunto con todos los demas
estudios, ayudan a definir una dosis inicial en seres humanos. En el caso concreto de la
casiopeina IIgly , Reyes y colaboradores realizaron un ensayo farmacocinético en ratas, en
donde después de la administracion de 8 mg/kg del complejo de coordinacion en estudio se
encontr6 que el mejor sistema matematico que describia la eliminacion del compuesto
correspondia a un modelo abierto de dos compartimientos, por el cual se obtuvo el tiempo
de vida media, con un valor de 40 minutos [85]. Por otra parte, se han realizado ensayos de
union a proteinas plasmaticas a concentraciones muy elevadas y fuera del probable rango
terapéutico (15-50 pg/mL), indicando que el porcentaje de unién es mayor al 90% [86].

También se ha reportado un estudio de biodistribucion en tejidos, en donde se cuantifico
cobre total a través de la técnica instrumental de absorcion atomica. Bajo el silogismo que
la determinacion de cobre representa la cantidad de casiopeina II gly, los autores sefialaron
que el complejo de coordinacién se distribuye con mayor rapidez en rifion e higado. Una
premisa interesante de este estudio estriba en el hecho de que las concentraciones de la
casiopeina IIgly se mantienen constante por un espacio de al menos 128 horas, lo que
sugeriria que en el caso de que este candidato a farmaco se utilizara para el tratamiento de
un tumor en los drganos antes mencionados, el compuesto tuviera tiempo suficiente para
producir sus efectos terapéuticos [87].
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen varias alternativas quimioterapéuticas para tratar el cancer. El National Cancer
Institute de los Estados Unidos cita mas de 100 medicamentos aprobados por la FDA [88]
sin embargo, la existencia de tumores refractarios, la alta toxicidad y el elevado costo
impulsan el desarrollo de nuevos farmacos antineopldsicos. En México, ademas de las
desventajas medicamentosas antes mencionadas, existe la necesidad de importar estos
productos, lo que agrava aun mas el precio del fAirmaco.

Algunos miembros de la familia de compuestos llamados Casiopeinas®, de tecnologia
nacional, han demostrado tener actividad antineoplésica y estan siendo investigados en el
ambito preclinico. Una de esas moléculas es la casiopeina IIgly, compuesto que se
encuentra en evaluacion a nivel preclinico. En esta etapa de la investigacion es necesario
realizar ensayos farmacocinéticos con al menos un modelo biol6gico no roedor como parte
del tindem de estudios requerido para evaluar la factibilidad de que el candidato a
medicamento puede acceder a la Fase clinica I. Este ultimo objetivo sélo puede ser logrado
si se cuenta con métodos bioanaliticos que permitan cuantificar el firmaco de manera
confiable.

Cabe mencionar que debido a las caracteristicas quimicas de la esfera de coordinacion de
este analito, es necesario desarrollar metodologias analiticas no compendiales (estandares)
con la finalidad de obtener sefiales cromatograficas con suficiente resolucion y una
aceptable forma gaussiana.

Por esta razon, el presente trabajo tiene como proposito desarrollar y validar métodos
bioanaliticos para determinar las concentraciones de casiopeina IIgly en fluidos de perro
beagle. Por otra parte, ya contando con dichos métodos, se realizaran estudios como la
farmacocinética, union a proteinas plasmadticas, relacion sangre/plasma y la estabilidad en
sangre, estudios fundamentales en el dmbito preclinico que ayudardn a determinar el
probable ingreso de esta compuesto de coordinacion en el ambito clinico fase I.
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4. OBJETIVOS DEL PROYECTO

Objetivos Generales

* Desarrollar, implantar y validar métodos bioanaliticos sensibles para la
cuantificacion de casiopeina IIgly en fluidos bioldgicos

* Realizar diversos ensayos preclinicos a la casiopeina Ilgly.

Objetivos Particulares

* Obtener una metodologia bioanalitica que con base en la intensidad y resolucion del
pico permita la determinacion de la casiopeina Ilgly en el fluido biolégico
utilizando como sistema de cuantificacion la cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas.

* Desarrollar una técnica analitica que permita cuantificar concentraciones menores a
5 ug/mL de casiopeina IIgly en plasma y sangre de perro beagle.

* Determinar el valor de los principales variables farmacocinéticas en la clinica
(tiempo de vida media, volumen de distribucion y depuracion) de la casiopeina IIgly
después de la administracion de este farmaco en perros de la raza beagle.

* Determinar el porcentaje de union a proteinas plasmaticas in vitro a concentraciones
inferiores a 10 yg/mL en plasma de rata, perro y humano.

* Determinar la relacion sangre total/plasma del a casiopeina IIgly en tres especies
diferentes.
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5. HIPOTESIS

Ha: Si el comportamiento cinético de la casiopeina IIgly en ratas Wistar mostré un
tiempo de vida media corto, entonces las variables farmacocinéticas obtenidas en
perros beagle indicardn una alta tasa de eliminacion del analito en el tejido
muestreado.

Ho: Si el comportamiento cinético de la casiopeina IIgly en perros beagle indica un
tiempo de vida media larga, entonces los valores de eliminacion reportados en ratas
Wistar no guardan una relacion directamente proporcional con la de los perros.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Insumos

6.1.1 Equipos

Cromatodgrafo de liquidos modelo 1100 de la marca Agilent (Waldbronn,
Alemania) el cual consiste de un desgasificador (G1322A), inyector
(G1313A), bomba cuaternaria ( G1311A) y detector UV con arreglo de
diodos (G1315B).

Espectrometro de masas del tipo trampa de iones VL (Palo Alto, California,
USA) equipado con un sistema de ionizacion del tipo electrospray (1100
Series, LC/MSD Mass Trap, Agilent Technologies)

Infusionador marca KDS Modelo “100 Series”.

Equipo desionizador de agua Marca Millipore Modelo Milli-Q (MA.,
USA).

Agitador Oscilatorio Orbit Shaker, Lab-Line.

Centrifuga Microbase RF, Termo IRC.

Centrifuga modelo 5416, Eppendorf.

Balanza Analitica A210P, Sartorius.

Potenciometro modelo 410, Termo-Orion.

Congelador modelo 3552, Lab-Line Instruments, Inc.

Vortex Genie 2, Scientific Industries.

Manifold modelo WAT200677, Waters (Milford, MA. USA).

Evaporador Aquabath provisto con un sistema de inyeccion de Nitrégeno.
Sistema para agitacion de eppendorf con 15 espacios.

Columna Synergy Max RP (C12), 150X4.6 mm, 4u, 80A, Phenomenex.
Columna Zorba Eclipse XDB-C8, 4.6 X 150 mm, Agilent.

Columna Synergy Hidro-RP (C18), 150X4.6 mm, 4u, 80 a, Phenomenex.
Columna Luna Phenyl-Hexyl (5u), 150X4.6 mm, Su, Phenomenex.
Columna Synergy Polar RP (4u), 30 X 2.0 mm, Phenomenex.

Filtros Amicon Ultra-4 PGLC. Membrana de celulosa.

Cartuchos de extraccion Bond-Elute C18, 3cc, 60 A.

Cartuchos de extraccion de fase sdlida Strata-X, 33um, 60 mg, lcc,
Phenomenex).

Insertos para viales de 100 uL de vidrio desactivado, con base de polimero,
Agilent Technologies.
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6.1.2 Reactivos

* Casiopeina Ilgly lote 170MBGO030305 sintetizada por el Departamento de
Quimica Inorgénica y Nuclear de la Facultad de Quimica de la UNAM, segtin
las patentes [61-64] y bajo establecidos pardmetros de control de calidad.

¢ Ketoprofeno, Laboratorios Kendrick, México.

e Acido Heptafluorobutirico (HFBA), 98%, Aldrich.

e Acido Trifluoroacético (TFA), 98% Sigma-Aldrich.

*  Acido Férmico, 98%, Fluka.

* Formiato de Amonio, 97%, Aldrich.

* Acetato de Amonio, 98%, Aldrich.

* Bicarbonato de Amonio, 99%, Sigma-Aldrich.

¢ Acido acético glacial, JT Baker.

* Hexansulfonato de sodio, 98%, Sigma.

* Laurilsulfato de Amonio (Dodecil sulfato de amonio), 99%, Sigma.

* Etilendiamintetracético trisédico (EDTA Na,), 98%, Fluka.

* Metanol grado cromatografico, TECNOLAB.

* Acetonitrilo grado cromatografico, JT Baker.

* Agua desionizada, generada en el laboratorio con el sistema Millipore con
resistencia entre 10 y 18 megaOhms-cm.

6.1.3 Soluciones

6.1.3.1 Fase movil MeOH/HFBA 0.1% (2:3) y MeOH/HFBA (3:2)

HFBA: C,HF,0,, PM 214.04 g/mol, b.p. 120 °C, d 1.645, pKa 0 4.

Se colocd en un matraz aforado con capacidad de 500 mL, 200 mL de agua grado HPLC.
Posteriormente se adicionaron 500 puL de HFBA (concentrado) y se aforé con agua
desionizada hasta los 500 mL. La solucién se vertié en un frasco de 0.5 L ambar (reservorio
del HPLC) y se agit6 3 minutos. Por otra parte, utilizando un filtro con porosidad de 0.45
um, se filtraron 500 mL de metanol y se transvasaron a un frasco transparente de 1L. El
solvente orgédnico y la solucion de HFBA antes mencionada se sonicaron 10 minutos. La
bomba cuaternaria del HPLC realiz6 la mezcla de los solventes MeOH/HFBA 0.1% (2:3) 6
MeOH/HFBA 0.1% (3:2).

6.1.3.2 HFBA al 5% en agua desionizada
HFBA: C,HF,0,, PM 214.04 g/mol, b.p. 120 C,d 1.645,pKa 0.4, 10 mL
En un matraz de 10 mL se colocaron 2 mL de agua desionizada. Posteriormente se

vertieron en este recipiente 500 yL. de HFBA (concentrado) y se llevé a 10 mL con agua
desionizada. Se agitd por un lapso de 3 minutos.
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6.1.3.3 HFBA al 7% en agua desionizada

En un matraz de 10 mL se colocaron 2 mL de agua desionizada. Posteriormente se
vertieron en este recipiente 700 yL. de HFBA (concentrado) y se llevé a 10 mL con agua
desionizada. Se agitd por un lapso de 5 minutos.

6.1.3.4 Solucion de MeOH/HFBA 0.1% (4:1)
HFBA: C,HF,0,, PM 214.04 g/mol, b.p. 120 C,d 1.645, pKa 0.4.

En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 2 mL de agua grado HPLC. A
continuacion se adicionaron 10 xLL de HFBA conc. y se afor6 con agua. La mezcla se agito
5 minutos. De dicha solucion, se tomaron 8 mL. de manera exacta y se depositaron en otro
matraz de 10 mL el cual se afor6 con metanol. La nueva solucion fue agitada en vortex 3
minutos.

6.1.3.5 Solucion de estdndar Interno. Ketoprofeno en MeOH/HFBA (4:1)
Ketoprofeno: C,¢H,,05, 254.28 g/mol.

Se peso con exactitud 0.01g de Ketoprofeno y se colocé en un matraz volumétrico de 10
mL. Dicho matraz fue aforado utilizando metanol grado HPLC y se agit6 en el vortex por
un lapso de 5 minutos. Esta solucién contuvo una concentracion de 1 mg/mL de
ketoprofeno. Posteriormente, se tomaron 0.250 mL de la pasada solucién y se dispusieron
en un matraz aforado de 10 mL el cual fue aforado con fase movil previamente preparada y
finalmente fue agitada por 3 minutos.

6.1.3.6 Solucion de estdndar interno. Prednisona 20 pg/mL

Prednisona: C,H,0, 358.428 g/mol.

Se pesé con exactitud 0.0lg de Prednisona y se coloc6 en un matraz de 10 mL.
Posteriormente fue aforado con metanol y agitado por espacio de 6 minutos. De la solucion

anterior, se tomaron 200 uL, se trasvasaron en un matraz de 10 mL, se aforé con metanol y
se agitd 3 minutos.
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6.1.3.7 Solucion stock de casiopeina IIgly en agua (1 mg/mL)
Casiopeina IIgly: C,¢H,;CuN,O,NO; 2H,0, PM 443.07 g/mol.

En un matraz aforado de 10 mL se colocaron 0.01g de casiopeina IIgly, previamente pesada
con exactitud. Posteriormente se llevo hasta el aforo con agua desionizada. La mezcla se
agitd durante 10 minutos, hasta la completa disolucion del analito en cuestion. El matraz
fue cubierto con papel aluminio con la finalidad de evitar que la solucion de casiopeina
IIgly tuviera interaccion con la luz.

6.1.4 Material biolégico

* Seis lotes diferentes de plasma de perro beagle, rata y humano, libre de farmaco
para la preparacion de blancos y muestras cargadas.

* Seis lotes de sangre fresca de perro beagle para preparacion de muestras blanco y
cargadas.

* 6 perros de la raza beagle clinicamente sanos, edades desde 7 meses a 1.2 afios, con
un peso promedio de 14.4 +2.86 Kg.

6.1.5 Software (programas computacionales)

* ChemStation Rev A.10.02, Copyright © Agilent Technologies

* LC/MSD Trap Software 5.2, Copyright © Bruker Daltonic GmbH
e WINNONLIN Version 5.2, Pharsight Products.

* IBM SPSS Statistics 19, IBM.

6.2 Procedimientos experimentales

6.2.1 Farmacocinética de la casiopeina IIgly en plasma de perro beagle por HPLC-
MS.

Con el fin de preparar a los sistemas bioldgicos, 12 horas antes del estudio preclinico, 2
perros de la raza beagle con un peso promedio de 14 kg + 1.5kg y 1.2 afios (misma camada)
fueron aislados y dejados en ayuno durante toda la noche con acceso a agua ad libitum. El
dia del estudio farmacocinético se administré una dosis de 0.9 mg/Kg de casiopeina Ilgly
disuelta en solucidon glucosada a cada perro via infusién intravenosa por espacio de 30
minutos. A los tiempos designados (0.25,0.5.0.75, 1, 2, 3, 6, 12 y 24 horas) después de la
infusion, se tomaron muestras de sangre (1 mL) en tubos heparinizados. La sangre obtenida
fue centrifugada (3000 rpm, 5 min) y el sobrenadante fue transvasado a un tubo limpio,
protegido de la luz ambiental. Finalmente, el plasma fue colocado en el refrigerador a una
temperatura de -30°C.

48



ey

A,
Biofarmacia

6.2.2 Farmacocinética de la casiopeina Ilgly en sangre de perro beagle durante un
proceso de infusion constante

Se trabajaron con cuatro perros de la raza beagle, de entre 7 y 9 meses de edad y con peso
promedio de 144 + 286 Kg. Previo al estudio farmacocinético los animales de
experimentacion fueron mantenidos en ayuno de 12 horas con acceso libre a agua ad
libitum. El ensayo preclinico fue llevado a cabo administrando casiopeina Ilgly (1.5 o 3
mg/Kg, n=2) por infusién intravenosa con duracion de 1 hora. El disefio del protocolo
contempld caracterizar la fase de infusion y el obtener concentraciones plasmadticas al
estado estacionario. La administracion del compuesto antineopldsico se administrd por la
arteria femoral de la pata derecha y las muestras fueron tomadas en la pata izquierda del
animal de experimentacion. Los tiempos de muestreo para ambas dosis fueron tomados
desde la aplicacion de la infusion intravenosa. A cada intervalo determinado (20, 40, 60
minutos, 2, 4, 8, 12 y 24 horas) y utilizando tubos heparinizados, se tomaron muestras
sanguineas que inmediatamente después de su obtencion fueron protegidas de la luz
cubriendo los tubos con papel aluminio y almacenandolas en el refrigerador a una
temperatura promedio de -30°C hasta el momento de su andlisis (12 horas después). El
andlisis de estas muestras fue realizado utilizando el método del apartado 6.2.8 para
cuantificar casiopeina IIgly en sangre.

6.2.3 Estudio de biodistribucién (relacion sangre total/plasma) de la casiopeina Ilgly

Las muestras de ensayo fueron preparadas a dos diferentes concentraciones de casiopeina
IIgly: 300 ng/mL y 1 ug/mL (4 mL, n =4). En un tubo de ensaye de vidrio desactivado se
coloc6 una alicuota especifica de una solucion metandlica de casiopeina Ilgly.
Posteriormente el metanol fue evaporado a través de un sistema de burbujeo de Nitrégeno y
se adicion6 5 mL de sangre de rata, perro o humana con la finalidad de obtener las
concentraciones requeridas. Las muestras fueron agitadas y después se incubaron por
espacio de 15 minutos a 37°C. Al termino del tiempo establecido, 500 L de sangre fueron
analizados de acuerdo al método analitico. De manera paralela, los 3 mL restantes de
sangre fueron centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos, el plasma fue separado y analizado
por HPLC-MS. Con los resultados de las concentraciones en los dos fluidos se calculo la
relacion sangre total/plasma (Kb/p). Adicionalmente, con el valor del hematocrito
experimental (Hc), se determind el coeficiente de particion células rojas vs plasma (ke/p) a
través de la siguiente ecuacion:

K,,=K,,*Hc+(1- Hc)
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6.2.4 Perfil farmacocinético de la casiopeina IIgly en sangre de perro después de una
administracion intravenosa (bolus).

Se trabajaron con 6 perros de la raza beagle, con peso comprendido entre 13.6 y 15.9 Kg.
Previo al estudio farmacocinético los animales de experimentacion fueron mantenidos en
ayuno de 12 horas con acceso libre a agua ad libitum. El dia de la experimentacion, a cada
animal de experimentacion se le administré por via cefélica 2 mg/kg de casiopeina II gly
disuelta en solucion glucosada. A los tiempos de 10, 20, 40, 60, 80, 120 y 240 minutos, se
tomaron muestras sanguineas € inmediatamente fueron analizadas, utilizando el método 2
para cuantificar este complejo de coordinacion en sangre. Los datos obtenidos de la
farmacocinética de casiopeina IIgly fueron vertidos en el programa WinNonLin version 5.2
y se ensayaron los sistemas compartimentales y no compartimentales. El proceso de
modelado se realiz6 de manera individual para cada animal en estudio. Con base en
algoritmo del modelo, la correlacion predicha-observada y el criterio de Akike, se
selecciond el mejor modelo y se determinaron los pardmetros farmacocinéticas relevantes
para la clinica, como son el tiempo de vida media y la depuracion.

6.2.5 Estabilidad de la casiopeina IIgly en sangre total de rata, perro y humana.

A partir de una solucién stock de casiopeina Ilgly disuelta en metanol, se colocé la
cantidad necesaria del compuesto a estudio en tubos de ensaye para preparar 12 mL
de muestras de sangre con concentraciones de 0.3 y 1 pg/mL (n=4). Después de la
adicion del compuesto, el metanol fue removido haciendo pasar al sistema nitrégeno
molecular. Posteriormente, se adicion6 12 ml de sangre fresca con heparina de rata,
de perro o humana y se agit6 gentilmente por espacio de 10 minutos. Las muestras
(protegidas de la luz) fueron colocadas en un bafio de agua con agitacién a 37° C. A los
tiempos de 0, 10, 20, 40 60 minutos, 2, 4 y 6 horas, 500 puL de sangre fueron tomados y
después de aplicar 3 ciclos de congelacion/descongelacion, se procedié a realizar en
analisis por cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas. Se
determiné si las muestras eran estables a través del porcentaje de recobro y con base
en el criterio de las recomendaciones de la FDA para la estabilidad bioanalitica.

6.2.6 Determinacion de la union a proteinas plasmaticas de la casiopeina IlIgly
en tres especies diferentes.

La unién a proteinas plasmaticas fue realizada a partir de plasma de rata, perro y humano a
las concentraciones de 1y 5 pg/mL (n=6). Alicuotas de casiopeina II gly disueltas en agua
fueron colocadas en el plasma con la finalidad de obtener las concentraciones requeridas
para el ensayo. Posteriormente fueron agitadas por 30 segundos e incubadas a 37°C por
espacio de 60 minutos . Un mililitro de la muestra fue colocada en los tubos de separacion
Amicon y centrifugadas durante 30 minutos a 4000 rpm, manteniendo la temperatura
constante de 37°C. Finalmente, 0.5 mL del ultrafiltrado fue analizado por HPLC-MS. La
concentracion del compuesto fue obtenida por interpolacion de la respuesta analitica en una
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curva de calibracion preparada el mismo dia del experimento. El porcentaje de union a

proteinas plasmadticas se obtuvo a partir de la siguiente ecuacion:

[F armacoultmﬁllrada ]

UP =|1- *100

[F armaco,,,, ]

6.2.7 Método para cuantificar casiopeina IIgly en plasma de perro beagle por
HPLC-MS

6.2.7.1 Preparacion de la curva de calibracion y puntos control de casiopeina 1lIgly en
agua y plasma de perro beagle

La curva de calibracion para este método bioanalitico estuvo constituida por la siguientes
concentraciones de casiopeina IIgly en plasma de perro beagle (método) o en agua
(sistema): 0.1,0.5, 1, 10 y 15 ug/mL. Por otra parte los puntos control preparados fueron:
0.3,5y 12 ug/mL. El esquema de preparacion se muestra en la figura 4 .

1000 g/mL en agua desionizada

100uIL 10mL 1000uL| 10 mL
Casllgly Casllgly
10 ng/mL 100pug/mL
en agua en agua
S50ulL 150ul| 25u S0uL 25ul 50uL 60uLl 75ul

O0.lpg/mL 03pg/mL  05pg/mL 1.0wug/mL  Sug/mL  10ug/mL 12pg/mL  15ug/mL
Aforo a 5 mL con plasma de perro beagle o agua.

Figura 4. Preparacion de la curva de calibracion y puntos control de casiopeina IIgly en
plasma de perro beagle (curva en método) o en agua (evaluacion del sistema).
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6.2.7.2 Método de extraccion de la casiopeina IIgly en plasma de perro beagle

A 05 mL de plasma de perro beagle (blanco, blanco dopado con casiopeina IIgly ¢
muestra de perfil farmacocinético) se le agregaron 100uL. de HFBA al 5% (acuoso) y se
agito por espacio de 5 minutos. La mezcla se centrifugd a 15000 rpm X 5 minutos. Se tomo
el sobrenadante con una pipeta pasteur y se coloco en un cartucho de extraccion de fase
sOlida (Strata X, 30mg/1mL) previamente acondicionado (Iml X 2 de metanol, 1 mL de
HFBA 0.1%). El cartucho conteniendo el analito de interés se lavo con 300ul. de HFBA al
5% y se dejo secar 5 minutos. Posteriormente se eluyd utilizando diclorometano (grado
reactivo) y se concentré a una temperatura de 37 °C bajo inyeccién de nitrégeno (grado
industrial). Finalmente el s6lido obtenido fue reconstituido en 100 u. de MeOH/HFBA
0.1% (4:1) y fue inyectado al sistema HPLC-MS.

6.2.7.3 Condiciones cromatogrdficas optimizadas para la cuantificacion de casiopeina
IIgly en plasma de perro beagle por HPLC-MS
Los parametros optimizados del cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion y el

espectrometro de masas para la cuantificacion de casiopeina IIgly en plasma se enuncian en
los cuadro 9 y 10, respectivamente.

Cuadro 9. Condiciones cromatograficas en la cuantificacion de la casiopeina IIgly.

Parametro Valor
Columna Synergy Polar RP (4m) 30mm X 2mm (Phenomenex)
Fase Movil MeOH/HFBA 0.1%(ac) 4:6
Por gradiente: 0.5 mL/min (0-4.5min) y 0.9 mL/min (4.6-10
Flujo min)

Volumen de Inyeccion

Programa de Lavado

Velocidad de Toma de Muestra
(Draw Speed)

Velocidad de inyeccién

(Eject speed)

Temperatura de columna

Estandar interno

IuL

Extenso. Lavado de la aguja e inyector post-inyeccion (2 ciclos)
2 Inyecciones de MeOH/HFBA 0.1%

(10 uL) antes de cada corrida cromatografica.

100 p¢L/min

25 uL/min
30°C
Ketoprofeno (25p g/mL)
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Cuadro 10. Pardmetros espectrométricos para la cuantificacion de casiopeina IIgy en
plasma de perro beagle por HPLC-IT-MS.

Parametros Casiopeina IIgly  Ketoprofeno
Segmento (0-4.5 min) (4.6-10 min)
Nebulizador 40 psi 50 psi

Gas de secado (Dry Gas) 8 L/min 10 L/min
Temperatura de secado (Dry Temp)350°C 350°C

Scan (SIS 484m/z) (SIS 299 m/z)
Capilar -4500 V -2385V
Capilar exit offset 61.48V 50V

Skim 1 54.02 V 415V
Octapolo 251V 3.16 V
Octapolo A 1.13V 1.53V

Trap Drive 47.44 49

Skim 2 6.39V 7.87V

Oct RF 152.46 V 107.38 V
Lensl -3.36 V -3.36 V

Lens 2 -57.54V -58.69 V
Lens 1y?2 -1.2,-323V -3.61 V, -62.13V
Polaridad Positiva

Ion Charge Control (ICC) On

Target 200,000

Max. Accu time 50 ms

Average 17

Rolling Average 4

Presion de Vacio Frontal 2.45 mbar
Presion de Alto Vacio 1.22X10” mbar

Gas de colision He ultrapuro (5.0)

Gas de Secado N, (generador de Nitrégeno,
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6.2.7.4 Validacion del método analitico para cuantificar casiopeina IIgly en plasma de
perro beagle por HPLC-MS

La evaluacion de los parametros de la validacion reportados en la presente tesis de
investigacion fueron llevados a cabo de acuerdo a las recomendaciones de FDA-CDER
(Food and Drug Administration — Center for Drug Evaluation and Research).

* Selectividad. Se procesaron e inyectaron blancos de plasma por duplicado de perro
beagle provenientes de 6 lotes diferentes ademds de muestras cargadas con
heparina, fenantrolina y glicina. Se determino si existia interferencia debido a los
compuestos mencionados o componentes del plasma con el i6n de cuantificacion en
el mismo tiempo de retencion del analito o del estdndar interno.

* Efecto de la Matriz. En la determinacion de este parametro se realizd un
experimento de doble infusion (ensayo “T”). En un sistema acoplado HPLC-MS y
utilizando un conector T se infundié al sistema de ionizacion electrospray (ESI)
casiopeina Ilgly a una velocidad de 10uL/min y por el otro conducto fase movil
(MeOH/HFBA 0.1% (2:3) a un flujo de 0.9 mL/min. Posteriormente, se inyectaron
en el cromatdgrafo muestras de plasma provenientes de 6 perros beagle diferentes.
En el cromatograma se determino si el 16n de cuantificacion (484 m/z) al tiempo de
retencion de la casiopeina IIgly presentaba un pico negativo (evidencia de supresion
de iones) o algun efecto de la matriz.

* Linealidad del sistema de medicion. Se prepararon por triplicado 5 puntos de
casiopeina IIgly en fase movil con concentraciones 0.1, 0.5, 1. 10 y 15 pg/mL, las
cuales fueron preparadas a partir de una solucién stock de 1000 pg/mL de este
complejo de coordinacion en agua y se inyectaron en el cromatégrafo de liquidos
acoplado al detector de masas. La linealidad fue ensayada en funcion de la relacion
de dreas entre la casiopeina IIgly y el estandar interno. El comportamiento lineal fue
evaluado a través coeficiente de correlacidén, con base en las recomendaciones de la
FDA.

* Precision del sistema de medicion. Se prepar6 en fase movil de manera
independiente y del mismo stock la concentracion mas alta de la curva por
quintuplicado. Los resultados fueron utilizados para determinar el coeficiente de
variacion.

* Linealidad del método. Este parametro fue determinado al realizar 3 curvas de
calibracion (5 puntos) en plasma de perro Beagle a las concentraciones de 0.1, 0.5,
1.10y 15 ug/mL y obteniendo el coeficiente de correlacion (r) para todos los datos.
El resultado de r fue evaluada segun las directrices del la FDA.
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Precision del método. Repetibilidad. Los puntos controles (0.3, 5 y 12 ug/ml) en
plasma fueron preparados por quintuplicado y analizados € un mismo dia de
acuerdo a la metodologia reportada y para cada concentracion se calcul6 el %CV.

Precision del método. Reproducibilidad (FDA) 6 precision intermedia (ICH). En
cada uno de los tres dias de validacion, se realizaron por triplicado los puntos
control en plasma. Posteriormente, utilizando el calculo de porcentaje de coeficiente
de variacion, se determiné la variabilidad entre los puntos en tres dias por cada
nivel.

Exactitud del método. Este parametro fue determinado por el porcentaje recuperado
(porcentaje de la concentracion experimental obtenida con respecto a la
concentracion nominal) para los puntos controles a tres concentraciones utilizando
los resultados de los 3 dias de validacion. Para ello se comparo el valor obtenido
experimentalmente vs el valor nominal (concentracion tedrica).

Recobro. En este caso se compard la relacion para cada concentracion de la
respuesta obtenida de la curva de calibracion en plasma versus la observada en la
curva preparada en fase movil (sistema de medicion).

Limite de cuantificacion. Se definié6 como la minima concentracion de la curva de
calibracion que puede ser medida de manera exacta y precisa bajo los lineamientos
establecidos para estos pardmetros. Para ello se procesaron 5 muestras con
concentracion de 0.1 ug/mL de casiopeina IIgly en plasma de perro beagle. Los
resultados fueron expresados en %CV.

Limite de deteccion. Se procesaron 5 blancos de plasma siguiendo la metodologia
reportada. Se determind con base en las areas obtenidas la desviacion estdndar
muestral (DE). Por otra parte, de tres curvas de calibracion de casiopeina IIgly
(intervalo de 0.1 a 15 pg/mL) en plasma preparada de forma reciente se determind
la pendiente (m). Finalmente, se calculé el limite de deteccion con base en el
siguiente algoritmo matematico:

_3DE
m

LD

El resultado de la operacion matemadtica indicoO la minima concentracion de
casiopefna IIgly en plasma que puede ser detectada pero no necesariamente
cuantificada.

* Estabilidad. (Ciclos congelacion/descongelacion). Tres muestras de puntos control con
concentraciones de 0.1, 5 y 12 yg/mL fueron preparados por triplicado y sometidos a 3
ciclos congelacion/descongelacion en donde cada ciclo duré 24 horas. Al tercer dia, las
muestras antes mencionadas fueron procesadas y se determiné la concentracion del
analito con base en una curva preparada ese mismo dia.
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Estabilidad a largo plazo. Muestras de casiopeina IIgly a tres niveles (0.1, 5y 12
ug/mL) por duplicado fueron colocados en refrigeracion (-20 °C) y analizados en
tiempos determinados (24, 48,72 h, 7 y 15 dias). En los dias indicados, las muestras se
descongelaron a temperatura ambiente, se tomaron 0.5 mL y se analizé por el método
reportado en este trabajo.

Estabilidad pospreparativa. Se procesaron 3 puntos control por duplicado con base en el
método bioanalitico desarrollado. Posteriormente, después del proceso de
reconstitucion en fase movil, las muestras fueron colocadas en el inyector del
cromatografo (temperatura ambiente) y se realizaron las inyecciones a los siguientes
tiempos: 0, 6,y 12 horas.

6.2.8 Método para la cuantificacion de casiopeina IIgly en sangre total de perro

beagle por HPLC-MS

6.2.8.1 Preparacion de la curva de calibracion y puntos control de casiopeina

IIgly en sangre de perro beagle

Para obtener la curva de calibracion de casiopeina IIgly en sangre de perro beagle, a partir
del stock de casiopeina IIgly con concentracion de 1000 ug/mL en agua desionizada, se

prepararon 2 soluciones de 100 y 10 ug/mL. La cantidad tomada de cada stock fue
calculada para obtener 1 mL de muestra (sangre cargada con el analito) a la concentracion
deseada. En el cuadro 11 se resume el proceso de preparacion de las muestras.

Cuadro 11 . Proceso de preparacion de la curva de calibracion (CC) y puntos control (PC)

en el método para cuantificar casiopeina IIgly en sangre total de perro beagle.

Concentracion de Solucion Stock Aforo con
CasllIgly en sangre  Tipo de muestra de Casllgly Alicuota a tomar sangre de perro
png/mL pg/mL puL uL
0.1 CC 10 10 990
0.3 PC 10 30 970
0.5 CC 10 50 950
1 CC 100 10 990
5 PC 100 50 950
10 CC 1000 10 990
12 PC 1000 12 988
15 CC 1000 15 985
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6.2.8.2 Método de extraccion de la casiopeina IIgly en sangre de perro beagle

A la muestra de sangre de perro beagle con volumen de 500 uL (blanco, dopado con
casiopefna IIgly 6 muestra de perfil farmacocinético) se le adicionaron 600 uL de
acetonitrilo seguido de 300 uL. de HFBA 5%. En cada etapa la muestra se agitd por un
lapso de 1 minuto. Posteriormente, se centrifugd a 5 minutos a 15000 rpm. El sobrenadante
fue colocado en el cartucho de extraccion en fase sélida (STRATA X), utilizando para ello
una pipeta pasteur. El cartucho fue lavado con HFBA al 5% (acuoso) y se dejo secar por 3
minutos. Posteriormente, la muestra retenida fue eluida utilizando Diclorometano (Grado
Reactivo), concentrado bajo N, y reconstituido con 100 uL de MeOH/HFBA 0.1% (4:1).
1uL fue inyectado al sistema acoplado HPLC-MS.

6.2.8.3 Condiciones cromatogrdficas optimizadas para la cuantificacion de casiopeina
IIgly en sangre de perro beagle por HPLC-MS

Los parametros cromatograficos y espectrofotométricos utilizados en la validaciéon y la
cuantificacion de la casiopeina IIgly en sangre de perro beagle se indican en los cuadros 12
y 13, respectivamente.

Cuadro 12. Condiciones cromatograficas optimizadas para la cuantificacion de casiopeina
IIgly en sangre de perro beagle por HPLC-IT-MS.

Parametro Valor
Columna Synergy Polar RP (4m) 30mm X 2mm (Phenomenex)
Fase Movil MeOH/HFBA 0.1%(ac) 4:6
Flujo Por gradiente: 0.5 mL/min (0-4.5min) y 0.9 mL/min (4.6-10 min)
Volumen de Inyeccion 1uL
Programa de Lavado Extenso. Lavado de la aguja e inyector post-inyeccion (2 ciclos)

2 Inyecciones de MeOH/HFBA 0.1%

(10 uL) antes de cada corrida cromatogréfica.
Velocidad de Toma de Muestra 100 yL/min
(Draw Speed)
Velocidad de inyeccién

(Eject speed) 25 uL/min
Temperatura de columna 30°C
Estdndar interno Ketoprofeno (25pg/mL)
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Cuadro 13. Parametros del espectrometro de masas para la cuantificacion de casiopeina

IIgly en sangre de perro beagle.

Parametros Casiopeina IIgly  Ketoprofeno
Segmento (0-4.5 min) (4.6-10 min)
Nebulizador 40 psi 50 psi

Gas de secado (Dry Gas) 8 L/min 10 L/min
Temperatura de secado (Dry Temp)350°C 350°C

Scan (SIS 484m/z) (SIS 299 m/z)
Capilar -4500 V -2385V
Capilar exit offset 61.48 V 50V

Skim 1 54.02V 415V
Octapolo 251V 3.16 V
Octapolo A 1.13V 1.53V

Trap Drive 47.44 49

Skim 2 6.39V 7.87V

Oct RF 15246 V 107.38 V
Lensl -3.36 V -3.36 V

Lens 2 -57.54 V -58.69 V
Lens 1y?2 -1.2,-323V -3.61 V, -62.13V
Polaridad Positiva

Ion Charge Control (ICC) On

Target 200,000

Max. Accu time 50 ms

Average 17

Rolling Average 4

Presion de Vacio Frontal 2.45 mbar

Presion de Alto Vacio

1.22X10” mbar

Gas de colision

He ultrapuro (5.0)

Gas de Secado

N, (generador de Nitrégeno,

58



ey

A,
Biofarmacia

6.2.8.4 Validacion del método analitico para cuantificar casiopeina IIgly en sangre
total de perro beagle

Los puntos que se llevaron a cabo para validar el método bioanalitico que permitid
cuantificar la casiopeina IIgly en sangre total de perro beagle se describen a continuacion.

* Selectividad. Con la finalidad de identificar la existencia de compuestos que pudieran
interferir en la cuantificacion del i16n 484 m/z correspondiente a la reaccion de interfase
entre la casiopeina Ilgly y el HFBA y el i6n 299 m/z perteneciente al estandar interno,
se procesaron muestras de sangre de perro beagle provenientes de 6 diferentes lotes. Se
establecio la selectividad a partir del andlisis de los cromatogramas de los iones antes
mencionados y verificando la ausencia de picos en los tiempo de retencion de los
analitos de interés.

* Efecto de la Matriz: Fue basado en la metodologia reportada por Matuzewsky et al.
Diferentes blancos de sangre provenientes de 5 lotes diferentes fueron procesados de
acuerdo al procedimiento descrito en el apartado 6.2.8.2. Posteriormente, después de la
evaporacion bajo N,, a los blancos procesados se les adicionaron casiopeina IIgly
disuelta en fase movil a una concentracion determinadas (0.3, 5 6 12 ug/mL). El
porcentaje de supresion i6nica (%EM) fue determinada comparando la respuesta
obtenida por el blanco cargado con casiopeina IIgly (B) en relacion a la observada por
el analito disuelto en fase movil (B) a la misma concentracion.

% EM = E*IOO
A

* Linealidad del método. Este parametro fue determinado con base en
comportamiento cromatografico observado de 3 curvas de calibracion en sangre de
perro beagle. Con estos datos, se calculd el coeficiente de correlacion y el resultado
fue comparado con la especificacion que indica la FDA en su guia de validacion
bioanalitica.

* Recobro (relativo). Para conocer la recuperacion relativa de la casiopeina Ilgly, se
prepararon muestras de sangre dopadas con el complejo de coordinacion a tres
niveles de concentraciones (0.3, 5y 12 ug/mL) por triplicado. Por otra parte, se
procesaron blancos de sangre de acuerdo al procedimiento 6.2.8.2 y posteriormente,
después del paso de la evaporacion, fueron reconstituidos con casiopeina IIgly a las
concentraciones de 0.3, 5 y 12 pg/mL (triplicado). Finalmente se relaciond los
valores de las respuestas entre las muestras totalmente procesadas y aquellas
(blancos de sangre) que fueron cargadas posextraccion a la misma concentracion. El
calculo del porcentaje de recobro en su modalidad relativa se calculd con base en las
siguiente expresion matematica:
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procesada

Recobro,, =

posextraccion

* Exactitud del método. Se determiné con base en los resultados obtenidos de los
puntos control en los cinco dias de validacion. Para ello, se calculd el promedio a
cada concentracion por dia y el porcentaje recuperado.

* Precision del método. Repetibilidad (guia FDA) o precision intermedia (guia ICH).
Este punto de la validacion fue evaluada a partir de los puntos control a 3 niveles
(03,5 y 12 ug/mL) por quintuplicado en un dia. Con los resultados para cada
concentracion se calculd el porcentaje de coeficiente de variacion.

* Precision del método. Reproducibilidad (precision intermedia). En cada uno de los
cinco dias de validacion se prepararon los puntos control a 3 niveles por
quintuplicado. Con estos datos se calculd, por cada concentracion el %CV.

¢ Limite de cuantificacion. Se definié como la minima concentracidon de la curva de
calibracion de casiopeina IIgly en sangre que cumple con los criterios de precision y
exactitud de acuerdo a la normatividad.

* Limite de deteccion. Se determiné con base en la desviacion estandar de los blancos
de sangre y la pendiente de la curva de calibracion de casiopeina Ilgly. El resultado
fue obtenido a través de la siguiente ecuacion:

_3DE
m

LD

* Estabilidad. Ciclos congelacion/descongelacion. En esta determinacion, muestras de
sangre cargadas con casiopeina IIgly a 3 concentraciones (0.3, 5 y 12 yg/mL) por
triplicado fueron congeladas a -20°C y descongeladas en tres ciclos de 24 horas. Al
tercer dia, las muestras fueron procesadas y se obtuvo la concentracion para cada
una de ellas, las cuales fueron comparadas con puntos de reciente preparacion
(n=5). Con los resultados obtenidos, se determind el porcentaje relativo al valor
nominal.

e Estabilidad pospreparativa (en el inyector). Con la finalidad de determinar la posible
degradacion del analito en el inyector, muestras de casiopeina IIgly (0.3 y 12
ug/mL) por triplicado se colocaron el sisttma de HPLC-MS después de la
aplicacion de la metodologia de extraccion. En intervalos de 3 horas, las muestras
fueron inyectadas hasta cumplirse las 24 horas. A través del porcentaje relativo al
valor nominal se realiz6 el dictamen.
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6.2.9 Método para cuantificar la casiopeina IIgly en sangre total de perro beagle por
HPLC-MS (método 2)

6.2.9.1 Preparacion de la curva de calibracion y puntos control de la casiopeina 1Igly en
sangre de perro Beagle (método 2)

La preparacion de la curva de calibracion y los puntos control se llevaron a cabo a partir de
la transferencia de un volumen determinado de stock de casiopeina IIgly en metanol a un
tubo de ensaye. Posteriormente se evaporo el disolvente bajo un sistema de nitrogeno y
finalmente se adicioné 1 mL de sangre fresca. En el cuadro 14 se indica los volumenes
tomados para la preparacion de dichos puntos.

Cuadro 14. Preparacion de la curva de calibracidon y puntos control para la cuantificacion
de casiopeina IIgly en sangre (método 2). Los volumenes tomados del stock
fueron colocados en el tubo, evaporado el disolvente y finalmente se adicion6
1 ml de sangre.

Conc Tipo de punto Stock Volumen(mL) Vol Sangre (mL)

(ng/mL) (ug/mL) tomado y
evaporado
0.025 CcC 1 0.025 1
0.1 PC 1 0.1 1
0.5 CC 1 0.5 1
1 CC 10 0.1 1
3 PC 10 03 1
5 CcC 10 0.5 1
7 PC 10 0.7 1
10 CcC 10 1 1

6.2.9.2 Método de extraccion de la casiopeina IIgly en sangre (método 2)

En un tubo eppendorf con capacidad de 1.5 mL se colocé 0.5 ml de sangre total.
Posteriormente la muestra se sometid a 3 ciclos congelaciéon /descongelacion con la
finalidad de lisar los eritrocitos, utilizando para ello un bafio que contenia hielo y acetona.
Como siguiente paso se adicionaron 100 xL de una solucion de 20 yg/mL de prednisona,
seguido de 700 uL. de TFA acuoso al 7%. La mezcla se agit6 por espacio de 45 segundos y
fue centrifugada 5 minutos a 15000 rpm. El sobrenadante fue colocado en un cartucho de
extraccion en fase solida (Strata X, 33um, 60mg, lcc) previamente equilibrado (1 mL de
metanol X 2, 1 mL MeOH:TFA 7% 1:1) y eluido con diclorometano. El filtrado fue
concentrado bajo nitrégeno molecular, el residuo fue reconstituido con fase movil y
finalmente inyectado al sistema HPLC-MS.
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6.2.9.3 Parametros cromatogrdficos y espectrométricos

Los parametros cromatograficos y espectrométricos se indican en los cuadros 15 y 16,

respectivamente.

Cuadro 15. Pardmetros cromatograficos usados en el método para cuantificar casiopeina
IIgly en sangre (método 2).

Parametro

Valor

Columna
Fase movil
Flujo

Programa de lavado

Synergy Polar RP (4m) 30mm X 2mm (Phenomenex)

MeOH/HFBA 0.1%(ac) 3:2
0.7 mL/min (isocratico)
Volumen de inyeccién 3ul

Extenso. Lavado de la aguja e inyector con metanol (2 ciclos)
posinyeccion. 2 inyecciones de MeOH/HFBA 0.1%

Temperatura de columna 30°C
100 uL de prednisona (20 pg/mL)

Estandar interno

Cuadro 16. Parametros espectrométricos usados en el método para cuantificar casiopeina
IIgly en sangre (método 2).

Parametros Casiopeina Ilgly
Nebulizador 40 psi
Gas de secado 8 L/min
Temperatura de secado 330°C
Scan 484m/z
Capilar -4500 V
Capilar exit offset 61.48V
Skim 1 54.02V
Octapolo 251V
Octapolo A 1.15V
Trap Drive 47.44
Skim 2 6.39V
Oct RF 152.46 V
Lensl -3.36 'V
Lens 2 -57.54 V
Lens1y?2 -1.2,-323V
Polaridad Positiva
Ion Charge Control (ICC) On
Target 200,000
Max. Accu time 50 ms
Average 17
Rolling Average 4
Presion de Vacio Frontal 2.45 mbar

Presion de Alto Vacio

1.22X107° mbar

Gas de colision

He ultrapuro (5.0)

Gas de Secado

N, (generador de Nitrogen)
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6.2.9.4 Validacion del método analitico para cuantificar casiopeina IIgly en sangre total
de perro Beagle (método 2)

Al igual que los métodos anteriores, la metodologia para cuantificar casiopeina IIgly en
sangre total (método 2) fue realizada con base en las recomendaciones de la guia de la
FDA.

* Selectividad. Se procesaron blancos de sangre correspondiente a 5 lotes diferentes
de sangre y se compararon con aquellos cromatogramas en donde se apreciaba la
casiopeina IIgly en fase movil. También se verificé que la heparina no interfiriera
en el tiempo de retencion del pico del analito y el estandar interno (prednisona).

* Efecto de la matriz. Se prepararon muestras de casiopeina IIgly en sangre total a las
concentraciones de 0.1, 3 y 7 ug/mL (n=5) y se procesaron segun la metodologia
para este método. Por otra parte, se prepararon muestras de casiopeina IIgly a las
mismas concentraciones pero disueltas en agua y se inyectaron el sistema HPLC-
MS. Con los datos obtenidos se calculd el efecto de la matriz segin la técnica
publicada por Matuszewski y colaboradores [45].

* Linealidad. Para evaluar este parametro, se prepararon muestras de sangre fresca
cargadas con casiopeina IIgly con concentraciones de 0.025,0.5, 1,5y 10 yg/mL
(n=5). Posteriormente se realiz6 la regresion lineal utilizando todos los puntos y se
calcul¢ el coeficiente de correlacion como parametro discriminante.

* Precision. Repetibilidad. Para evaluar este punto en un solo dia se prepararon
muestras de casiopeina IIgly en sangre fresca a 3 niveles de concentracion (0,1,3 y
7 ug/mL) por quintuplicado. Posteriormente se procesaron segun el método descrito
y la relacion de areas obtenidas (casiopeina IIgly/prednisona) fueron usadas para
calcular el %CV a cada nivel de concentracion.

* Precision. Reproducibilidad (guia FDA) o precision intermedia (guia ICH). La
evaluacion de la reproducibilidad se realizo por tres dias consecutivos utilizando
muestras frescas de sangre para cada dia. Se compard la variacion utilizando como
valor discriminante el %CV a cada nivel de concentracion.

* Exactitud. Con la finalidad de obtener la exactitud, se doparon con casiopeina IIgly
muestras de blanco para obtener concentraciones de 0,1, 3 y 7 ug/mL (n=5). Las
muestras fueron procesadas segun el procedimiento 6.2.9.2 e inyectadas al sistema
acoplado del HPLC-MS. Con esos resultados se obtuvieron las concentraciones
experimentales. Posteriormente, con el fin de obtener el grado de concordancia
entre los resultados experimentales y tedricos, se determind el porcentaje de
desviacion absoluta.

* Recobro: Se prepararon 15 blancos de sangre y se procesaron segun la metodologia
antes mencionada. Después de la evaporacion, se adiciono la cantidad necesaria de
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solucion de casiopeina IIgly para obtener muestras cargadas posextraccion con
concentraciones de 0.3, 3 y 7 ug/mL (n=5). Paralelamente, se prepararon muestras
de casiopeina IIgly en agua a las mismas concentraciones. Con la relacion de areas
obtenidos por los dos procesos antes mencionados se determiné el porcentaje de
recobro.

* Estabilidad. En este caso, se trabajaron dos tipos de estabilidades: ciclos
congelacion descongelacion y estabilidad a corto plazo. En el primer caso muestras
en sangre de casiopeina IIgly a las concentraciones de 0.3 y 7 ug/mL fueron
congeladas (-20 °C) y descongeladas (temperatura ambiente) por ciclos de 24 horas.
Al tercer dia se tom6 una muestra y se analizO por cromatografia de liquidos
acoplada a HPLC. La concentracion de cada muestra fue calculada utilizando para
ello un curva de calibracion fresca preparada el dia del analisis. Por otra parte, en el
caso de la estabilidad a corto plazo, los puntos control (n=3) fueron colocados en la
mesa de trabajo por 6 horas y finalmente fueron analizados.

6.2.10 Desarrollo de un método analitico cualitativo para determinar los posibles
metabolitos de la casiopeina II gly in vivo

Con la finalidad de determinar posibles metabolitos de la casiopeina IIgly durante el
proceso de investigacion farmacocinética y de bidistribucion in vitro, se desarrollé un
método analitico cualitativo. Para este fin, se utilizo el mismo proceso de extraccion en
plasma y sangre descrito en los apartados anteriores y las condiciones de la cromatografia
de liquidos y espectrometria de masas fueron desarrollados y optimizados con base en las
caracteristicas fisicoquimicas y el peso molecular de los probables metabolitos
(hidroxilacion en el anillo aromatico, desalquilacion, glucoronidacion, etc.) resultado de la
biotransformacion de la casiopeina IIgly in vivo. El intervalo de masas establecido fue de
200 a 1700 m/z y la busqueda de compuestos se realizd a través del cromatograma de iones
totales y el cromatograma de extraccion de iones. El método también se planed para poder
identificar a la 4,7-dietilfenantrolina, parte constituyente del compuesto de coordinacion
pensando en un proceso probable de escision. Los pardmetros optimizados para este
método se muestran en los cuadros 17 y 18.
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6.2.10.1 Condiciones cromatogrdficas optimizadas. Método Cualitativo

Cuadro 17. Condiciones cromatograficas para la determinacion de posibles metabolitos
de la casiopeina llgly in vivo.

Parametros HPLC
Fase estacionaria Fenoxilos (Synergy Polar RP, 30 mm)
Fase movil MeOH/HFBA 0.1% en H,O (6:4)
Inyeccion 1 uL
Flujo 0.03 mL/min
Velocidad de inyeccion 100 yL/min
Draw position 2 mm
Temperatura del horno 30°C
Tiempo de corrida 30 min

Cuadro 18. Parametros de espectrometro de masas en el método cualitativo para
determinar los posibles metabolitos de la casiopeina IIgly in vivo.

Parametros MS Valor
Nebulizador 20 psi
Dry Gas 5 L/min
Dry temp 350 C
Capilar -3500 V
Capilar exit offset 6148V
Skim 1 54.02V
Octapole 251V
Octapole D 1.13V
Trap drive 47.44
Skim 2 6.39V
Oct RF 152.46 V
Lens 1,2 -1.2V,-323V
Polaridad Positiva
ICC On
Target 200 000
Max accumulation time 50 ms
Scan 200-1700m/z
Average 17
Rolling averaging 4
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6.3 DISCUSION Y RESULTADOS

6.3.1 Método bioanalitico para cuantificar casiopeina IIgly en plasma de perro
beagle

6.3.1.1 Desarrollo del método

Con el proposito de encontrar una metodologia analitica para cuantificar la casiopeina IIgly
en plasma de perro, los primeros ensayos exploratorios para la obtencion de retencion
cromatografica del analito fueron realizados en HPLC-UV utilizando diversos tipos de
fases estacionarias consideradas como clésicas (C8, C12 y C18) y varios sistemas de fases
moviles, teniendo en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas del analito (como la
estabilidad dependiente del pH, la solubilidad, etc.). Las columnas cromatograficas que se
ocuparon en esta etapa de la investigacion fueron las siguientes: Zorbax Eclipse XDB-C8,
4.6 X 150 mm (Agilent), Synergy Max RP (C12) 150X4.6 mm, 4u, 80 a (Phenomenex) y
Synergy Hidro-RP (C18), 150X4.6 mm, 4u, 80 a, Phenomenex. El criterio de seleccion de
las proporciones de disolvente fue establecido de acuerdo a los primeros ensayos empiricos
y con base en las caracteristicas fisicoquimicas de la casiopeina IIgly como por ejemplo, su
estabilidad de pH mayor a 4. Los sistemas de elucion y proporciones se indican en el
cuadro 19.

Cuadro 19. Experimentos iniciales para la obtencion de una retencion adecuada y un pico
gaussiano en HPLC-UV, (n=3).

Disolvente
A B pH Proporcion A:B
Metanol Agua 54 4:1,1:1,1:4
Acetonitrilo  Agua 54 4:1,1:1,1:4
Metanol Agua (ajuste con CH;COOH) 35 4:1,1:1,14
Acetonitrilo  Buffer H,PO4/HPO4 75 4:1,1:1,1:4
Metanol Buffer H,PO4/HPO4 73 4:1,1:1,1:4
Metanol Buffer CH,;COOH/ CH,;COONH, 45 4:1,1:1,1:4
Metanol Agua (Ajuste con NaOH 0.1M) 79 4:1,1:1,1:4
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Los resultados obtenidos demostraron que el compuesto de coordinacion en estudio no
posee retencion cuando se utilizan proporciones mayoritarias de disolvente organico. En
condiciones 1:1, el pico cromatografico en cada uno de los experimentos antes
mencionados se observan asimétricos. En sistemas en donde la cantidad de mezcla acuosa
es mayoritaria, el complejo de coordinacién se escinde, observandose 2 sefales
cromatograficas extendidas. Dos cromatogramas representativos de este fendmeno se
muestran en las figuras 5y 6.

Figura 5. Casiopeina IIgly® 50x g/mL, FM: MeOH/H,0 ¢/ CH;COOH (4:1), flujo
Iml/min, Columna: Synergy Hydro RP (Phenomenex), C18, endcaping.

DAD1 A, Sig=273,16 Ref=off (RC02\18JUL005.D)
DAD1 B, Sig=254,16 Ref=off (RC02\18JUL005.D)

]
3=
*ﬁ*
‘
2

Figura 6. Casiopeina IIgly® 50p g/mL FM: MeOH/H,0 ¢/ CH;COOH 5mM (1:4),
flujo Iml/min Columna: Synergy Hydro RP (Phenomenex) C18, endcaping
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Con base en estos resultados, se disefid un método bioanalitico para obtener una retencion
adecuada y un pico con caracteristicas cercanas a un comportamiento gaussiano. Las
concentraciones esperadas de casiopeina IlIgly en el fluido bioldgico se estimaban menores
a 5 ug/mL, por lo tanto, se selecciond un detector de masas para mejorar la sensibilidad.
Ademads, en un sistema de trampa de iones se podrian realizar fragmentaciones sucesivas
(MS") en el caso de obtener alglin metabolito in vivo con la finalidad de determinar la
probable estructura del compuesto biotransformado. La casiopeina IIgly es un complejo de
coordinacion altamente hidrofilico, por lo que para obtener retencion en sistemas
cromatograficos de fase reversa, se utilizo la tecnologia de par i6nico volatil, seleccionando
al 4cido heptafluorobutirico como agente mitigante de la carga del analito. El complejo de
coordinacion demostro ser labil en la cromatografia de particion convencional, por lo tanto
se escogieron columnas aromdticas para evitar en lo posible la ruptura del compuesto de
cobre en el sistema de separacion. Por ultimo se selecciond una fase estacionaria basada en
metanol debido a que este disolvente podria ayudar a la interaccion aromadtica entre la
porcion fenantrolinica de la casiopeina Ilgly y la fase estacionaria, disminuyendo la
posibilidad de fragmentacion del analito de interés en la columna debido al proceso de
particion.

En los primeros ensayos de infusion de la casiopeina IIgly disuelta en metanol agua (1:1) se
observo el ion molecular 345 m/z, ademas de los fragmentos principales [Cu (4,7 dimetil
fenantrolina)]* (271 m/z), [Cu (4,7 dimetil fenantrolina) (OH)]" (289 m/z) y [Cu
(bisfenantrolina)] (479 m/z), siendo este ultimo el resultado de una reaccion interfase
(figura 7). Cabe mencionar que debido a que este compuesto es un complejo de
coordinacion, no cumple con algunas reglas de la espectrometria de masas aplicada a
compuestos orgdnicos como la regla del nitrogeno, en donde se indica que el pico
molecular presenta masa par si presenta un numero par de atomos de nitrogeno, o por el
contario, el pico molecular presentard masa impar si presenta un numero impar de atomos
de nitrégeno. Como se observa en las estructuras 3 y 4, no se cumple esta regla. El
nitrégeno en estos casos cede sus electrones no compartidos a los orbitales del cobre, dando
como resultado la coordinacién. En el caso de las moléculas 1, 2, 3,4, 6 y 8 el dtomo que
confiere carga al sistema es el cobre. El patron de fragmentacion de la casiopeina Ilgly en
MeOH /H,O (1:1) se muestra en la figura 8.

Intens. |
x108

479.1

345.0
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21 ‘\ “ \aﬂ L r\\\ \H \ “ 36180 4302 " N
Flgura 7. Espectro de masas (modo posmvo) de la casiopeina IIgly 10 pg/mL en

MeOH/H,O (1:1). Velocidad de infusion 0.3 mL/min.
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Figura 8. Patron de fragmentacion de la casiopeina IIgly en MeOH/H,0 1:1.

La adicién de acido heptafluorobutirico en la fase movil inhibe la formacion del compuesto
6 y en su lugar se produce la especie [Cu (4,7-dimetilfenantrolina) (C,F,0,)]" (8) como
resultado de una reaccion interfase. Esta especie despliega una mayor intensidad en
comparacion con los otros fragmentos e incluso con el i6n molecular. Por esta razon, el i6n
484 m/z fue seleccionado como 16n de cuantificacion. Con la finalidad de obtener la mayor
intensidad posible de este fragmento, los pardmetros del espectrometro de masas fueron
optimizados al igual que la proporcion de HFBA en la solucién de elusion.
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Experimentos reportados indican que la formacién de sistemas del tipo [Cu ** (N-N) (0-O)]
en electrospray son altamente favorecidas a partir de los precursores individuales y su
produccion depende, entre otros factores, de la densidad electronica que poseen los ligantes
[89]. Los estudios de infusion de la casiopeina IIgly revelaron este comportamiento, en
donde la formacién de la especie 6 es totalmente inhibida, probablemente debido a las
mejores caracteristicas como base dura que posee el ligante C,F,O,H (HFBA) en
comparacién con la glicina, dando paso a la generacién de 8. El espectro de masas y el
esquema de fragmentacion de la casiopeina IIgly disuelta en una solucion MeOH/HFBA se
muestra en la figuras 9 y 10, respectivamente.

Intens.|
x106 4

289.0

271.0 41f-2
209.0 ‘
s . . el L ‘\ Ll 2450 .

Figura 9. Espectro de masas ESI-IT-MS de la casiopeina IIgly disuelta en FM
(MeOH/HFBA 0.1% en H,0, 1:1).

Los ensayos cromatograficos indicaron que la casiopeina IIgly presentaba una retencion y
simetria del pico aceptables. Un cromatograma caracteristico se muestra en la figura 11.

Uno de los problemas que puede presentarse en el desarrollo de métodos bioanaliticos en
donde se utiliza como detector un espectrometro de masas es el fendmeno del efecto de
memoria o también llamado de acarreo (“carry over”). Esta situacion se manifiesta cuando
residuos del compuesto a cuantificar se unen al material y/o partes del cromatografo
después de una inyeccion. Posteriormente, al analizar la siguiente muestra, el analito
adherido se desprende y se adiciona, incidiendo fuertemente en la precision y exactitud del
método si no es eliminado.

Las pruebas realizadas (via inyeccion de analito y posteriormente blanco de sistema)
demostraron que la casiopeina IIgly se adhiere considerablemente a algunas partes del
sistema de inyeccion del equipo, presentandose en el método el fendmeno de acarreo. Un
cromatograma en donde se observa este hecho se encuentra en la figura 12.
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5 ,L 209 m/z

Figura 10. Esquema de fragmentacion de la casiopeina IIgly disuelta en MeOH/HFBA
en ESI-IT-MS (modo positivo).
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Figura 11. Casiopeina IIgly 10 yg/mL disuelta en FM [MeOH/HFBA 0.1% (2:3)]. SIS al
16n 484 m/z . Columna Synergy Polar RP 30mm X 2mm.
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Con la finalidad de eliminar este problema, se programo en el cromatografo un método
enérgico de lavado entre corridas, en donde la aguja, valvula y sistemas de conduccion

fueron limpiadas a través de inyecciones sucesivas de metanol y fase mévil. Cabe
mencionar que con sistemas convencionales de lavado precargados en los programas del

HPLC son insuficientes y s6lo atendan el problema. En la figura 13 se demuestra la
eliminacion del efecto de memoria al realizar los lavados al sistema.

- _

T T T T T T T
1.5 20 25 3.0 3.5 4.0

T T
0.0 0.5 1.0

Figura 12. Efecto carry-over. Blanco de fase movil después de la inyeccion de una
muestra de casiopeina IIgly (5 yg/mL) disuelta en agua.

14
T T T T T i
25 3.0 35 4.0 Time [min]

T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 20

Figura 13. Blanco de sistema después de la inyeccion de casiopeina Ilgly, lavado y
analisis de un blanco de fase movil.
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En los experimentos de seleccion del estandar interno se utilizaron compuestos de cobre
andlogos a la casiopeina IIgly como bis 4, 7-dimetil fenantrolina de cobre, bis glicina de
cobre, [Cu®* (4, 4'-dimetil-2,2'-bipiridina)(acetilacetonato)[NO; * 2H,0 y por otra parte
fenitoina, guayfenisina, acetaminofén y ketoprofeno. Los resultados indicaron que el
sistema de bis 4,7-dimetil fenantrolina se dividia en dos picos. Por relacion carga /masa
(m/z) y el tiempo de retencion, se deduce que las dos especies resultantes corresponden a
la 4,7-dimetil fenantrolina y el compuesto bis de la misma. La bis glicina en este sistema no
se observa y los demas estdndares, a excepcion de la ketoprofeno, poseian un tiempo de
retencion inadecuado (tr muy grande o demasiado corto). Con base en estos resultados, se
selecciono el 16n 299 m/z, que corresponde al aducto disodico del ketoprofeno (figura 14).

+
ONa

ONa

Figura 14. Aducto disodico de ketoprofeno utlizado como estdndar externo.

Los ensayos de extraccion del compuesto de coordinacion en plasma se iniciaron con el uso
de metanol como agente precipitante y el HFBA como atenuador de la carga del compuesto
de coordinacidn para su posterior extraccion en sistemas de cartuchos de extraccion en fase
solida. Se selecciond empaques aromaticos tratando de que la retencion principalmente
fuera por interacciones electronica del tipo . Finalmente la elusion fue hecha con
diclorometano, concentrada a sequedad y el residuo (colocado en microviales inactivados)
fue reconstituido en fase movil e inyectado al sistema HPLC-MS-IT. Al término del
desarrollo se encontré un tiempo de retencion de la casiopeina IIgly de 2 minutos y 7.8
minutos para el ketoprofeno (estdndar interno) (Figura 15).
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Figura 15. Casiopeina II gly (1 pg/ ml) y ketoprofeno (25 pg/mL)
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6.3.1.2 Validacion del método

Después del proceso del desarrollo, se procedié a validar el método bioanalitico para la
cuantificacion de casiopeina IIgly en plasma de perro beagle. Los puntos que conformaron
la validacién fueron los siguientes: selectividad, supresion idnica, linealidad, limite de
cuantificacion, recobro, exactitud, precision (repetibilidad y reproducibilidad) y las
diferentes pruebas de estabilidad, las cuales fueron evaluadas a lo largo de todo el proceso.
Los procedimientos a detalle para realizar los ensayos de los pardmetros de validacion se
indican en el apartado 6.2.7 4.

6.3.1.2.1 Selectividad

Las pruebas realizadas con los 6 diferentes lotes de plasma de perro beagle indicaron que
no existen compuestos endégenos que interfieran con el i6n de cuantificacion en el tiempo
de retencion de la casiopeina llgly. Por otra parte los compuestos como la heparina
(utilizado como anticoagulante), fenantrolina y glicina no presentan fragmentos que
interfieran con la deteccion del compuesto de coordinacion con 484 m/z o con el i6n 299
m/z perteneciente al estandar interno. También se doparon blancos de plasma con
casiopeina IIgly para verificar el comportamiento del analito de interés en el fluido y se
compararon los resultados antes mencionados. El espectro de masas totales del blanco de
plasma y los cromatogramas representativos de la extraccion de los iones para la deteccion
del analito y el ketoprofeno se muestran en las figuras 16 y 17, respectivamente.
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Figura 16. Iones encontrados en el rango de 100 a 500 m/z durante el andlisis de blancos
de plasma de pero Beagle.
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Figura 17. Cromatogramas de un blanco de plasma de perro beagle a) Extraccion del 16n
484 m/z, b) extraccion del i6n 299 m/z y c) iones totales.

6.3.1.2.2 Efecto de la matriz

Con el fin de verificar si algin compuesto endégeno suprimia o aumentaban la intensidad
del i6n de cuantificacion, se realiz6 la prueba del efecto de la matriz, utilizando el método
de doble infusion y 6 diferentes lotes de plasma de perro. En todos los casos, no se observo
la presencia de picos negativos o positivos en el tiempo de retencion de la casiopeina Ilgly
y el estandar interno. Un cromatograma que representa los resultados obtenidos de este
ensayo se muestra en la figura 18.
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Figura 18. a) Cromatograma resultado del ensayo de doble infusion para investigar el
efecto de la matriz sobre la casiopeina IlIgly al tiempo de retencion del
compuesto y b) cromatograma de la casiopeina II gly (1xg/mL).

6.3.1.2.3 Linealidad y precision del sistema de medicion.

En la prueba de linealidad del sistema de medicion, se prepararon muestras de Casioepina
IIgly en fase movil en el rango de concentraciones de 0.1-15 yg/mL. Los resultados de
dicho experimento se resume en el cuadro 20 y en la figura 19 .

Cuadro 20. Resultados experimentales de la prueba de linealidad del sistema de medicion
para la cuantificacion de casiopeina IIgly en plasma de perro beagle.

Conc (ng/mL) Curval Curva2 Curva3 promedio DE %CV
0.1 0.019 0.018 0.019 0.019 0.0005 2.47

0.5 0.474 0.450 0.486 0.470 0.0184 3.92

1 0.955 0.971 0.992 0.972 0.0185 1.90

10 9.229 9.791 9.841 9.621 0.3397 3.53

15 14710 14.736  15.549 14.998 0.4768 3.18
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Figura 19. Grafica de la linealidad del sistema de medicion. casiopeina IIgly en fase
movil en el rango de concentraciones de 0.1 a 15 pg/mL.

Los datos de la desviacion estandar de la curva a los diferentes niveles indican un probable
comportamiento heterocedastico (la varianza de entre las respuestas en el intervalo de
concentraciones establecido no posee un valor constante). Este hecho podria incidir en la
estimacion de la concentracion plasmatica, por lo que se investigo si el sistema mejoraria el
realizar la transformacion logaritmica de las variables. El resultado del coeficiente de
correlacion después de la mencionada transformacion fue de 0.9829, valor menor en
comparacion con una regresion lineal simple (0.9940, figura 19). Por otra parte, la
estimacion de los valores de Cp son equiparables entre los dos métodos. Con base en estas
razones se selecciond el sistema mas sencillo (y=mx+b). De esta manera la ecuacion
general que describe el comportamiento es y= 0.9940X-0.072.

Con la finalidad de determinar la precision del sisttema de medicidn, se calculd el
coeficiente de variacion para los 5 niveles utilizados en la curva de calibracion. Como se
aprecia en el cuadro 19, el coeficiente maximo de variacion en todos los puntos es de 4%,
lo que demuestra una dptima precision.

6.3.1.24 Linealidad del método de medicion.

Se determind la linealidad del método de medicion al preparar en un mismo dia 3 curvas de
calibracion de casiopeina IIgly en plasma de perro beagle.. Los datos del mencionado
experimento y la grafica que demuestra el comportamiento se encuentran en el cuadro 21 y
la figura 20.
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Cuadro 21. Relacion de areas casiopeina Ilgly (Casligly)/Estandar interno (EI) a 5 niveles
de concentracion para las tres curvas en el ensayo de linealidad.

Conc (ug/mL) Curval Curva2 Curva3 X
0.1 0.019 0.016 0.016 0.017
0.5 0.395 0.423 0453 0424
1 0915 0.805 0915 0.878
10 8.092 7.992 8.804  8.296
15 13.872 13201 12986 13.353
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Figura 20. Curva de calibracion de la casiopeina IIgly en plasma de perro beagle. Las
concentraciones que la conforman son 0.1,0.5, 1,10y 15 yg/mL.

Los resultados de las pruebas realizadas para la linealidad del método indican un
coeficiente de correlacion superior a 0.99, cumpliendo con la especificacion de la guia de la
FDA. El comportamiento lineal simple, sin utilizar transformaciones 6 ponderaciones se
describe de manera general con la ecuacion y= 0.877X-0.075, en donde el coeficiente de
variacion entre las pendientes de la curva es igual al 4 %.
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6.3.1.2.5 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion del método para determinar casiopeina IIgly en plasma de perro
fue definido como la minima concentracion de la curva de calibracion la cual
necesariamente debia acreditar una aceptable precision y exactitud. La determinacion de
este valor también fue consecuencia del analisis de la relacion de la senal analitica y el
ruido instrumental. El ensayo se realiz6 a partir de la preparacion y el anélisis de muestras a
una concentracion de 0.1 xg/mL por quintuplicado y verificado a lo largo de los 3 dias de
validacion. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 22.

Cuadro 22. Resultados de la prueba del limite de cuantificacion. Método en plasma.

Réplica A B C D E
Conc (mcg/mL) Relacién de Areas CaslIgly/El X DE %CV
0.1 0.019 0.016 0.016 0.013 0.014 0.016 0.002 14.23
Concentraciones experimentales %DEA
0.108 0.105 0.105 0.101 0.102 0.104 4.10

Las recomendaciones que emite la FDA con respecto a este pardmetro, indican que en el
nivel inferior la precision debera ser menor al 20% y la exactitud debera encontrarse entre
el 80-120% del valor nominal, por lo tanto, bajo ese criterio, el nivel de concentracion con
valor de 0.1xg/mL se defini6 como el limite de cuantificacion.

6.3.1.2.6 Limite de deteccion

El calculo del limite de deteccion se determind a partir de la ecuacion LD= (3.3 DEB/m).
En la figura 21 se puede observar la sefial de ruido de un blanco de plasma, al igual que el
calculo del area en el tiempo de retencion de la casiopeina IIgly. En el cuadro 23 se
resumen las dreas relativas encontradas.
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Figura 21. Muestra cero. Blanco de plasma de perro con estandar interno. El segundo
pico corresponde a el ketoprofeno (EIC 299 m/z).
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Utilizando los datos experimentales, se encontrd que el limite de deteccion del método en
plasma para cuantificar el compuesto de coordinacion de cobre es de aproximadamente 40
ng/ mL.

Cuadro 23. Cocientes de las respuestas de los blancos entre el estdndar interno. Método

en plasma.
Areas
No casiopeina IIgly El Relacion

1 335743 12938137  0.026
2 120563 13224741 0.009
3 78321 13248771 0.006
4 58964 12855053 0.005
5 292332 13441060  0.022

> = 0.067

X= 0.013

6.3.1.2.7 Recobro absoluto

Con el fin de conocer la cantidad recuperada después del proceso de extraccion, se
determing el recobro absoluto. Los datos obtenidos se muestran en el cuadro 24.

Cuadro 24. Recobro absoluto para el método de cuantificacion de casiopeina IIgly en
plasma de perro.
Recobro absoluto

Conc (ug/mL) Sistema Método Recobro%
0.1 0.019 0.017 89.78
0.5 0.470 0.424 90.21
1 0.972 0.878 90.33
10 9.621 8.296 86.23
15 14.998 13.353 89.03
X= 89.12
DE= 1.689
%CV= 1.90

Las guias internacionales de validacion indican que el parametro de recobro (recuperacion)
no necesariamente deberd ser del 100%, pero debe demostrarse que a los niveles trabajados
sea constante. En el caso del método que compete, se obtuvo un recobro aproximado al
90%, ademas de que a los 5 niveles los valores son muy cercanos, por lo que se establece
que este método de cuantificacion en plasma cumple con estos pardmetros segun las
indicaciones de la FDA. Por otra lado, el % de recobro del estandar interno fue
aproximadamente del 90%.
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6.3.1.2.8 Precision del método

La determinacion de la precision del método se llevo a cabo en sus dos ramas; repetibilidad
y reproducibilidad (FDA) ¢ precision intermedia (ICH). En el primer caso se evalud la
variacion de la respuesta analitica en el mismo dia a los 3 niveles de concentracion. Por otra
parte, la reproducibilidad intermedia fue determinada a través de la variacion de los puntos
control entre los tres dias de validacion. Las cuadros 25 y 26 resumen el comportamiento
encontrado de los dos pardmetros antes descritos.

Cuadro 25. Resultados de la precision del método en su modalidad de repetibilidad.

Réplica
(Relacion de areas Casllgly/El)
Conc (ng/mL) A B C D E X DE %CV
03 018 021 0.17 0.19 0.17 0.19 0.017 9.16
5 430 445 426 432 4.02 427 0.156 3.65
12 10.66 10.41 10.04 10.07 10.51 10.34 0.271 2.62

Cuadro 26. Resultados de la precision del método en su modalidad de reproducibilidad

intermedia.
Dia
(Relacion de areas CaslIgly/EI)
Conc(pg/mL) 1 2 3 X SD  %CV
0.3 0.185 0.202 0.228 0.205 0.021 10.35
5 4.270 4.034 4.139 4.148 0.118 2.84
12 10.340 9.315 9.104 9.586 0.661 6.90

Los datos de la prueba de reproducibilidad y repetibilidad indica que la maximas
variaciones de estos dos parametros son de 9 y 10% respectivamente y que corresponden al
valor minimo de los puntos control. La guia de validacion postula que el valor de la
precision deberd ser menor al 20 % en el punto de concentracion minimo de la curva y para
los demas niveles el %CV debe ser menor al 15%, por lo tanto, bajo ese criterio, el método
de cuantificacion en plasma cumple con los valores preestablecidos. En la figura 22 se
presenta una curva de calibracion tipica que el equipo de masas despliega después de la
adquisicion y procesamiento de datos, en donde se puede apreciar la tendencia lineal de la
curva de calibracion asi como la disposicion espacial en torno a la linea de tendencia de los
puntos control.
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22. Vista de la curva de calibracion de la casiopeina IIgly en plasma en el
software de adquisicién y proceso de datos LC/MSD Trap versiéon 1.6. Los
puntos circulares corresponden a los niveles de la curva de calibracion, los
rombos a los puntos control y los cuadrados son relativos a la dispersién en
torno a la media del estdndar interno.
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6.3.1.2.9 Exactitud del método

Con el objetivo de determinar el grado de concordancia entre las concentraciones
experimentales y tedricas se utilizaron los datos de los puntos control a tres niveles durante
el transcurso de la prueba de validacion. En el primer caso, blancos de plasma cargados con
casiopeina Ilgly fueron analizadas segun el método indicado y se calculd la concentracion
experimental por interpolacion de la respuesta normalizada del analito en una curva de
calibracion fresca. Los resultados encontrados se expresan en % recuperado y se muestran
en el cuadro 27.

Cuadro 27. Exactitud del método en la determinacion de casiopeina IIgly en plasma.

Concentracion (zg/mL)
(Porcentaje Recuperado %)

Valor nominal A B C X DE %CV

03 0.30 0.32 0.35
(99.22) (105.41) (11520) 10661 8.06 7.56

5 4.95 4.68 4.80
(99.01) (93.65) (96.03) 9623 2,69 2.79

12 11.87 10.70 10.46

(98.88) (89.15) (87.15) 91.73 628 6.84

En todos los casos, los valores del porcentaje recuperado se encuentran entre + 15% del
porcentaje tedrico (100%). Estos datos indican que el método presenta una aceptable
precision de acuerdo a la guia de validacion de métodos bioanaliticos de la FDA.

6.3.1.2.10 Estabilidad. Ciclos congelacion/descongelacion.

El proposito de la prueba fue el determinar si las muestras no presentaban variacion en la
concentracion después de ser sometidas a 3 ciclos de congelacion/ descongelacion. La
prueba es determinante para validar los resultados después de procesos en donde la muestra
sufre cambios de temperatura (almacenamiento-ambiente) debido al reandlisis o cambios de
lugar. Los datos de este ensayo se encuentran en el cuadro 28.

Cuadro 28. Resultados de la prueba de estabilidad de la casiopeina IIgly en los ciclos de
congelacion / descongelacion.

Replica
(conc pg/mL)
Conc (ng/mL) 1 2 3 X SD %CV DEA
0.3 031 030 036 032 0.03 1026 7.62
5 471 474 443 463 0.17 3.67 7.43
12 10.81 11.84 11.68 11.45 0.56 4.86 4.62
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De acuerdo a los datos obtenidos, el % de desviacion estindar absoluta (%DEA) se

encuentra en el rango de + 15%, lo que demuestra la ausencia de una degradacion
significativa de la casiopeina IIgly en plasma después de haber sido sometida a los ciclos
congelacion / descongelacion.

6.3.1.2.11 Estabilidad a largo plazo

En ensayo fue determinado con el objetivo de investigar el posible cambio de la
concentracion de la casiopeina IIgly en plasma al ser almacenada en el refrigerador en un
lapso de tiempo considerable. Los puntos a los cuales ser realiz6 el anélisis fueron 24, 48 y
72 horas, ademds de 7 dias. Los resultados del ensayo se presentan en el cuadro 29.

Cuadro 29. Resultados de la estabilidad a largo plazo.

Tiempo
Conc (ng/mL) 24h 48h 72h 7 dias X %DEA
Conc experimental (pg/mL)
0.3 0.27 0.30 0.34 0.35 0.32 5.36
5 522 4.99 4.30 4.26 4.69 6.14
12 12.35 12.08 11.73 11.57 | 11.93  0.58

Los datos demuestran que no existe degradacion significativa del analito de interés al
menos hasta los 7 dias de almacenamiento en el frigorifico (-20 °C) .

6.3.1.2.12 Estabilidad pospreparativa.
Después del procesamiento, existe la posibilidad de que las muestras preparadas y listas
para su inyeccidon en el sistema HPLC-MS puedan degradarse. Con la finalidad de

investigar este punto, se realizd un estudio de estabilidad de muestra procesada. Los
resultados se muestran en el cuadro 30.

Cuadro 30. Resultados de la estabilidad post-preparativa

Tiempo (h)
0 6 12 24
Conc (ng/mL) Conc. experimental (ug/mL) X %DEA
0.3 0.35 0.31 0.31 0.33 0.32 8.24
5 4.78 512 535 5.64 522 443
12 11.72 12.29 12.17 12.41 12.15 1.22

Los datos siguieren que las muestras procesadas de casiopeina IIgly son estables al menos
24 horas cuando se colocan en el inyector del equipo, debido a que no se presenta un
cambio en el %DEA mayor al = 15%. Cabe mencionar que en el ensayo farmacocinético el
procesamiento de muestras se realizd de manera continua en conjunto con la inyeccion, por
lo que ninguna muestra permanecié mas de 6 horas en el inyector.
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6.3.2 Método bioanalitico para cuantificar casiopeina IIgly en sangre total de
perro beagle por HPLC-IT-MS

6.3.2.1 Desarrollo del método bioanalitico.

El desarrollo del método analitico para la cuantificacion de sangre total del perro beagle se
avoco primordialmente a la extraccion del compuesto de coordinacion del fluido bioldgico.

Se realizaron diversos experimentos para poder encontrar el mejor sistema de extraccion en
donde se involucré como agentes precipitantes sulfato de zinc, acetonitrilo, metanol, HFBA
y mezclas de estas sustancias a diferentes concentraciones, con el fin de aislar el
anticancerigeno en sangre y asi poderlo cuantificar.

La adicion de sulfato de zinc al blanco cargado con casiopeina IIgly provocéd la
descoordinacion del complejo en estudio. Por otra lado, se observé una baja recuperacion
del analito cuando de manera unitaria y conjunta se utilizo los disolventes metanol y
acetonitrilo. Los mejores resultados fueron obtenidos a través de la mezcla de HFBA y
ACN; el primero funge como mitigador de la carga formal de la casiopeina y el segundo
como agente precipitante de las proteinas plasmadticas, el cual posee una mayor capacidad
de floculacion que el metanol en relacion volumen/volumen. Con la finalidad de encontrar
las mejores condiciones de la cantidad de acetonitrilo y el porcentaje de HFBA, se realizo
un disefio de experimentos del tipo 2 factorial (2", n=2) con un numero de repeticiones
igual a 3 (r=3). En el cuadro numero 31 se indica la matriz de experimentos realizados.

Cuadro 31. Matriz de experimentos para el disefio factorial 2°.

Factor 1 Factor 2
Tratamiento Notacion codificada  Acetonitrilo (nL) % HFBA
1 -- 100 5
2 -+ 100 8
3 +- 300 5
4 ++ 300 8

La magnitud a cuantificar para cada experimento fue el drea bajo la curva del pico
cromatografico. Ya teniendo los resultados, se llevo a cabo un andlisis estadistico de los
valores encontrados utilizando el programa computacional IBM SPSS 19 con la finalidad
de determinar si existia diferencia significativa entre los tratamientos aplicados. La
descripcion estadistica de las dreas bajo la curva del pico cromatografico y valores del
analisis de la varianza se muestran en los cuadros 32 y 33, respectivamente.
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Cuadro 32.

cromatografico para cada tratamiento.

Descriptive Statistics

Dependent Variable:Area

ACN HFBA Mean Std. Deviation N
100.00 5.00 3384397.0000 71660.08616 3
8.00 3405441.3333 46243.92566 3
Total 3394919.1667 55157.28993 6
300.00 5.00 9672049.6667 55395.04938 3
8.00 5574232.0000 67695.75961 3
Total 7623140.8333 | 2245148.86360 6
Total 5.00 6528223.3333 | 3444365.59162 6
8.00 4489836.6667 | 1189026.64956 6
Total 5509030.0000 | 2677384.30901 12

Media y desviacion estandar del drea bajo la curva de los picos

Cuadro 33. Resultados del andlisis de la varianza para el disefio de experimentos 2x2.

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:Area

Type Ill Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 7.882E13 3 2.627E13 7041.646 .000
Intercept 3.642E14 1 3.642E14 97606.174 .000
ACN 5.363E13 1 5.363E13 14374.161 .000
HFBA 1.247E13 1 1.247E13 3340.721 .000
ACN * HFBA 1.272E13 1 1.272E13 3410.056 .000
Error 2.985E10 8 3.731E9
Total 4.430E14 12
Corrected Total 7.885E13 11

a. R Squared = 1.000 (Adjusted R Squared = .999)

Como se puede observar en el cuadro 33, la fila de modelo corregido posee un valor critico
asociado al estadistico F menor al 0.05, lo que indica que el modelo tiene la capacidad de
explicar una parte significativa de la variacion observada de la variable dependiente (4reas
cromatograficas). El valor de R* indica que los tres efectos incluidos en el modelo
contribuyen a aplicar el 99% de la varianza de la variable dependiente. Por otra parte, los
efectos individuales de los dos factores incluidos en el modelo y la interaccion entre ellos
tiene significancia estadistica, debido a que los niveles criticos (sig.) son menores a 0.05
(0.00 < 0.05). Estos resultados demuestran que los tratamiento aplicados para la extraccion
de la casiopeina IIgly son diferentes. De esta forma se establecio que la mezcla de HFBA al
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5% y 0.6 mL de acetonitrilo era el mejor tratamiento para la extraccion de la casiopeina

IIgly con una recuperacion aproximadamente del 65% del analito a partir de la sangre.

Con el objetivo de validar el modelo estadistico, se realizo la prueba de Levene para
verificar la igualdad en el error de las varianzas y, utilizando los errores estandarizados
obtenidos de la prueba del analisis de varianza, se aplicé la prueba de Shapiro-Wilk, la cual
sirve para determinar si los datos ingresados se comportan acorde con una distribucion
normal. Los resultados se muestran en los cuadro 34 y 35.

Cuadro 34. Prueba de Levine para determinar si existe igualdad entre los errores de la
varianza.

Levene's Test of Equality of Error Variances®
Dependent Variable:Area

F df1 df2 Sig.

.243 3 8 .864

Tests the null hypothesis that the error variance
of the dependent variable is equal across groups.
a. Design: Intercept + ACN + HFBA + ACN *
HFBA

Cuadro 35. Resultados de la Prueba de Shapiro-Wilk.

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig_;. Statistic df Sig.
Standardized Residual for A27 12 200" .940 12 494
Area

a. Lilliefors Significance Correction

*. This is a lower bound of the true significance.

Segun el cuadro se observa que si existe igualdad en los errores de la varianza de los datos
ingresados debido a que el nivel critico es mayor a 0.05 (0.864 > 0.05) y ademas, se
aprecia en el cuadro 35 que los errores estandarizados siguen un comportamiento normal
(0.494 > 0.05). Estos resultados indican que el andlisis de la varianza realizado es vélido.
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6.3.2.2 Validacion del método bioanalitico para cuantificar casiopeina IIgly en sangre
de perro beagle.

La validacion del método analitico descrito fue realizado de acuerdo a las recomendaciones
de las guias de validacion de la FDA. Los puntos que fueron llevados a cabo para demostrar
la confiabilidad de este método bioanalitico fueron los siguientes: selectividad, efecto de la
matriz, linealidad del método, limite de cuantificacién, limite de deteccidén, recobro,
precision en sus dos modalidades (repetibilidad y reproducibilidad), exactitud y 3 tipos de
estabilidades: ciclos congelacion-descongelacion, estabilidad a largo plazo y estabilidad
pospreparativa.

6.3.2.2.1 Selectividad.

Los cromatogramas resultado del procesamiento blancos de sangre de perro beagle (6 lotes)
demostraron que no existen interferencias significativas provenientes de la matriz o la
heparina con los iones de cuantificacion del analito (484 m/z) y del estindar interno (299
m/z) al tiempo de retencidn correspondiente. En la figura 23 se muestra un cromatograma
caracteristico después del analisis de un blanco de sangre con el método desarrollado. Por
otra parte, en la figura 24 se puede apreciar los picos cromatograficos de la Casiopeina y el
estdndar interno, los cuales tuvieron un tiempo de retencién de 2.1 y 7.8 minutos,
respectivamente.
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Figura 23. Cromatograma caracteristico de un blanco de sangre.
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Figura 24. Cromatogramas de la casiopeina IIgly (484 m/z, tr= 2.1 min) y ketoprofeno
(299 m/z, tr= 7.8 min) en sangre de perro beagle .

6.3.2.2.2 Efecto de la matriz

En esta metodologia de determinacion analitica, se realiz6 el ensayo del efecto de la matriz
con base en la metodologia reportada por Matuzsewski et al., utilizando para ello la sangre
de perro proveniente de 6 lotes diferentes, a 3 niveles de concentracion. Los resultados de
esta prueba en la cual se muestra el porcentaje recuperado como parametro discriminante se
resume en el cuadro 36.

Cuadro 36. Resultados del ensayo del efecto de la matriz a tres niveles de
concentraciones.

Rel. Areas (postextraccion/sistema)X100

Conc (ng/mL) 1 2 3 4 5 Promedio SD %CV
0.3 9241 9447 11508 9937 103.98  101.06 9.030 8.93
5 99.89 105.61 91.64 9538  94.98 97.50 5.401 5.54
12 9397 84.86 9930 99.85 91.35 93.87 6.179 6.58

La gufa de la FDA para validacion de métodos bioanaliticos indica que se deberd
determinar el efecto de la matriz sobre la cuantificacién del analito de interés, con la
finalidad de no comprometer los pardmetros como la precision y la sensibilidad del método,
sin embargo no provee de un valor limite. La EMEA, por su parte, en su reciente guia de
validacion, postula que el coeficiente de variacion entre las determinaciones no debera ser
superior al 15% con una exactitud para el punto con concentracion mas bajo del 20%. Con
base en esté ultima recomendacion y debido a que se obtuvieron coeficientes de variacion
entre el 6.5 al 8.9%, la evidencia experimental demuestra que no existe un efecto de la
matriz considerable en el método de determinacion de casiopeina IIgly en sangre de perro.
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6.3.2.2.3 Linealidad del método de cuantificacion.

Para la prueba de linealidad, se prepararon cinco curvas de calibracion en sangre de perro
beagle. Los resultados se encuentran en el cuadro 37. Es importante mencionar no se
reporta en esta seccion los datos de linealidad del sistema debido a que en el apartado
6.3.1.2.3 ya se describieron.

Cuadro 37. Prueba de linealidad del método. Relacion de areas de casiopeina Ilgly/EIl
para cada concentracion que conforman la curva de calibracion.

Conc (ng/mL) Curval Curva?2 Curva3 Curva4 Curva5 X DE %CV
0.1 0.097  0.090 0.108 0.073  0.096  0.093 0.0125 13.52

0.5 0362 0.354 0311 0357 0342  0.345 0.0203 5.89

1 0948 0.800 0963 0942 0.992  0.929 0.0747 8.04

10 9.474 8533 8444 8.656 8570 8.735 0.4198 4.81

15 13.670 12.578 13.043 12.588 12.972 12.970 0.4456 3.44

Como se puede observar en el cuadro anterior, por los valores de la deviacion estdndar se
infiere que el sistema se comporta de manera heteroscedastica. Con la finalidad de obtener
una varianza menor, se compar6 el comportamiento lineal simple vs la regresion lineal de
los datos trasformados (logaritmicos). En el primer caso se obtuvo un coeficiente de
correlacion de 0.9996 y para los datos transformados segun el modelo se encontré un valor
de 0.9811. Por otra parte, la exactitud del modelo lineal simple fue mejor que su
contraparte. Por esta razones se selecciono el sistema mas sencillo.
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56+ a=-0.000608
5 b=0.8675
54 = 0.9996
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Figura 25. Curva de calibracion de casiopeina llgly en sangre de perro Beagle. Los
niveles que la conforman son 0.1,1,5,10y 15 pg/mL.

La ecuacion general que describe el comportamiento es y = 0.896X + 0.0006, con un
coeficiente de variacion entre las pendientes del 3.7%.
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6.3.2.2 4. Limite de cuantificacion.

En la determinacion del limite de cuantificacidn, se estudié como valor el nivel menor de la
curva de calibracion. Los resultados del andlisis por quintuplicado (cuadro 38) fueron
confrontados con las especificaciones de precision y exactitud de la normatividad para este
pardmetro.

Cuadro 38. Limite de cuantificacion. Analisis de la concentracion de 0.1 pg/mL.

Réplica
A B C D E X SD  %CV %DEA
Relacion de Areas (CaslIgly/EI) 0.097 0.090 0.108 0.073 0.096 0.093 0.013 13.52
Conc experimental (pug/mL) 0.11 0.10 0.12 0.09 0.11 0.11  0.015 7.61
% a partir del Valor nominal 112.65 104.28 12474 85.38 110.99 107.61

Los datos indican que al nivel més bajo de la curva el coeficiente de variacion es menor al
20%, ademas de que la exactitud, determinada a partir del porcentaje de la desviacion
estandar absoluta (%DEA) también tiene un valor inferior al = 20. Debido a que los
resultados se compartan con suficiente consistencia y exactitud con base en las
recomendaciones de la FDA, se defini6 como limite de cuantificacion 0.1 pg/mL.

6.3.2.2.5 Limite de deteccion.

Este punto de la validacion fue determinado a partir de los promedios de la respuesta de 5
blancos de sangre procesados y la ecuacion que relaciona la pendiente con tres veces el
valor de la desviacion estandar. Se encontr6 como limite de cuantificacion 50 ng/mL
aproximadamente.

6.3.2.2.6 Recobro relativo

La capacidad de extraccion del método fue investigado con base en la evaluacion del
recobro relativo, metodologia que elimina la posible contribucion de la matriz en la
respuesta de medicidn analitica, en este caso el area obtenido con el detector de masas. Los
resultados se resumen en el cuadro 39. El recobro de la casiopeina IIgly en sangre es del
65% aproximadamente, valor el cual es bajo, sin embargo debido a que la matriz es muy
compleja y los valores obtenidos entre los niveles se aprecian constantes, se considerd
como un valor aceptable. Cabe mencionar que la guie de validacion de métodos
bioanaliticos indica que no necesariamente debe obtenerse el cien porciento del recobro,
pero debe ser constante y reproducible, lo cual cumple el método descrito.
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Cuadro 39. Ensayo de recobro en el método bioanalitico para cuantificar la casiopeina
IIgly en sangre de perro beagle (n=5).

Conc (ug/mL) Carga posextraccion Método Recobro%
0.3 0.457 0.281 61.44
5 6.194 4.205 67.89
12 15.622 10.010 64.07
X 64.47
DE 3.244
%CV 5.03

6.3.2.2.7 Precision del método

La precision fue evaluada en sus dos vertientes (repetibilidad y reproducibilidad o
repetibilidad intermedia) utilizando el valor de las relacion de dreas a tres niveles de
concentracion. Los resultados de estas pruebas se muestran en los cuadros 40y 41.

Cuadro 40. Precision del método de medicion en su modalidad de repetibilidad (en el

dia).
Réplica
Conc (ug/mL) A B C D E X DE %CV
0.3 0.310 0.257 0278 0.266 0294 0.281 0.022 7.66
5 4336 4.267 4323 4404 3.696 4.205 0.289 6.87
12 9.903 10.067 10.058 10.148 9.872 10.010 0.117 1.17

Cuadro 41. Precision del método de medicion en su modalidad de precision intermedia.

Dia
Conc (pug/mL) 1 2 3 4 5 X DE %CV
0.3 0.281 0.317 0.280 0.228 0.271 0.275 0.032 11.63
5 4205 4475 4516 4.644 4599 4488 0.172 3.82
12 10.010 10.573 10.522 10.683 10.143 10.386 0.292 2.82

Los resultados de la evaluacion de la precision indican que el coeficiente de variacion intra-
dia fluctta entre el 1.2y 7.7 % , lo que denota una aceptable repetibilidad. En al caso de la
variacion de la respuesta inter-dia, los valores del %CV a los tres niveles ensayados son
menores al 15%, lo que se traduce en una buena reproducibilidad (o precision intermedia)
del método. Una curva de calibracion caracteristica con sus correspondientes puntos control
en la determinacion de la repetibilidad se encuentra en la figura 26.
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6.3.2.2.8 Exactitud

La exactitud del método fue monitoreada a lo largo del tiempo del proceso de validacion.
Los resultados se muestran en el cuadro 42.

Cuadro 42. Resultados de la prueba de exactitud el método bioanalitico para cuantificar
casiopeina IIgly en sangre de perro.

Concentracion experimental (ug/mL)
(Porciento recuperado)

Conc (ug/mL)/Dia 1 2 3 4 5 X (%recup) SD  %CV

0.3 0.36 0.30 0.32 0.31 0.34
(119.49%) (98.85%) (106.89%) (102.55%) (113.20%) 108.20 8271 7.64

5 5.00 4.92 4.98 5.08 4.26
(99.97%)  (98.38%)  (99.69%)  (101.54%)  (85.22%) 96.96 6.657 6.87

12 11.42 11.60 11.59 11.70 11.38

(95.14%)  (96.71%)  (96.62%)  (97.48%)  (94.98%) 96.16  1.124 1.17

En los 3 niveles de concentracion ensayados por quintuplicado se obtuvo un porcentaje de
recuperacion promedio entre el 96 al 108% , con un coeficiente maximo de variacion del
8% aproximadamente. Estos valores demuestran que el método es exacto.

6.3.2.2.9 Estabilidad. Ciclos congelacion-descongelacion.

En este punto se evalud la posible degradacion del analito en sangre después de
descongelar y congelar la muestra en 3 ciclos de 12 horas. Se calcularon las
concentraciones experimentales y se determind el porcentaje recuperado en relacion al

valor nominal. Los resultados se indican en el cuadro 43.

Cuadro 43. Resultados de la prueba de estabilidad Ciclos congelacion/descongelacion.

Conc (ng/mL) R1 R2 R3 X  %CV %recuperado

0.3 030 030 033 031 551 104.16
5 482 498 4.63 481 3.58 96.23
12 1093 1235 12.08 11.78 6.42 98.21

Como se observa, las concentraciones de casiopeina IIgly, el promedio del porcentaje
recuperado es cercano al 100% a cada nivel, esta manera se demuestra que no existe una
degradacion significativa al someter las muestras a este proceso.
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6.3.2.2.10 Estabilidad pospreparativa
La prueba se realiz6 con la finalidad de investigar si las muestra preparadas y colocadas en
el inyector presentaba signos de descomposicion. Los datos colectados durante el ensayo

se presentan en el cuadro 44.

Cuadro 44. Estabilidad pospreparativa (inyector) en el método de sangre total.

Tiempo (h)
Conc (pg/mL) 1 6 12 24 X %Recuperado
0.3 027 0.28 0.29 032 0.29 96.80
5 5.06  5.30 4.97 4.60 4.98 99.68
12 12.19 11.78 11.73  12.80 12.13 101.06

Los resultados indican que la muestras procesadas de casiopeina IIgly colocadas en el
inyector son estables al menos 24 horas.

6.3.3 Método bioanalitico para la cuantificacion de casiopeina IIgly en sangre de
perro beagle (método 2).

6.3.3.1 Desarrollo del método bioanalitico.

Debido al bajo recobro obtenido en el método anterior, se desarrollo un método analitico
basado en el método anterior en sangre con la finalidad de mejorar el porcentaje de
extraccion del compuesto de coordinacion. En la técnica de extraccion se utilizd ciclos
congelacion descongelacion para lisar las células rojas y obtener, en el caso de que la
casiopefna lIgly se uniera al paquete sanguineo de células rojas, una mejor respuesta
analitica al realizar el andlisis. Como su predecesor, el método fue validado de acuerdo a
las recomendaciones de la FDA.

6.3.3.2 Validacion del método

6.3.3.2.1 Selectividad

En la figura 27 se muestra un cromatograma de iones totales caracteristico de un blanco de
sangre después de los procesos de extraccion e inyeccion, tomando en cuanta un intervalo
de 0 a 700 m/z y un tiempo de corrida de 5 minutos. Como se puede observar, no existen
interferencias en las regiones correspondientes a 484 m/z y 381 m/z, los iones de
cuantificacion de la casiopeina IIgly y el estandar interno, respectivamente. Ademas, no se
observo interferencia con la heparina, anticoagulante seleccionado para el estudio
farmacocinético.
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Figura 27. Espectro de masas caracteristico de un blanco de sangre después de los
procesos de extraccion e inyeccion al sistema HPLC-MS.

6.3.3.2.2 Efecto de la matriz

Los datos promedio del efecto de la matriz para este método se presentan en el cuadro 45.

Cuadro 45. Resultados del efecto de la matriz en el método analitico para cuantificar
casiopeina IIgly en sangre.

Conc (ug/mL)  Sistema  Método %EM

0.1 0.096 0.086  90.15
3 2.806 2.633  93.83
7 6.992 6.275 89.74

promedio= 91.24

Los resultados encontrados demuestran a las tres concentraciones evaluadas un valor
promedio aproximado del %EM del 91%, por lo que se considera que no existen
componentes de la sangre total que al tiempo de retencion de la casiopeina IIgly co-eluyan
y afecten su ionizacion de manera significativa. Cabe mencionar que la guia de la EMEA
indica que es aceptable un valor del efecto de la matriz menor o igual al 15%.

6.3.3.2.3 Linealidad del método

La linealidad del método fue realizada al evaluar 5 curvas de calibracién (intervalo de

0.025 a 10 ug/mL) en el mismo dia. Los datos de relacion de dreas se indican en el cuadro
46.
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Cuadro 46. Datos de linealidad del método. Método 2 en sangre.

Conc(pg/mL) R1 R2 R3 R4 RS
0.025 0.004 0.005 0.004 0.004 0.005
0.5 0.383 0.386 0.387 0.384 0.386
1 0.774 0.781 0.785 0.786 0.781
5 3.844 3.852 3.846 3.844 3.848
10 7.846 7.85 7.846 7.854 7.852

a= -0.0214189 -0.017396 -0.0164878 -0.0182844 -0.018101
b= 0.78415094 0.78432558 0.7836877 0.78447334 0.78441785
r= 0.99995407 0.99995867 0.99995182 0.99994478 0.99995263

Se observa que cada curva presenta un coeficiente de correlacion mayor al 0.99. Por otra
parte, el %CV entre las ordenadas al origen de las curvas se observa del 10%, lo que indica
una buena reproducibilidad en torno a dicho parametro. La regresion utilizando todos lo
puntos es de 0.999 (figura 28), indicando que existe una relacion lineal entre la respuesta
analitica y la concentracion.

Rel. areas (Casligly/IS)

T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10
Conc (ug/mL)

Figura 28. Curva de calibracion para la cuantificacion de casiopeina IIgly en sangre
(método 2).
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6.3.3.2.4 Limite de cuantificacion (LQ)

El limite de cuantificacion se estableci6 como la menor concentraciéon de la curva de
calibracion, la cual debia cumplir con una precision y exactitud aceptable. Los datos del
cuadro 47 revelan un % de CV entre los puntos del 12% y un porcentaje de desviacion
estdndar absoluta del 15.9 %. Segun las guia internacional de validacion publicada por la
FDA, el limite de cuantificacion no debe exceder mas del 20 % en la precision y exactitud.
De acuerdo a los resultados presentados, el LQ es considerado vélido.

Cuadro 47. Datos promedio del valor mas bajo de la curva de calibracion para la
obtencion del limite de cuantificacion.

A B D E F %CV %DEA
Rel, de areas 0,004 0.005 0.004 0.004 0.005 12.45

E
Conc. Exp ) 1g 0.030 0.028 0.028 0.030 15.98
(ng/mL)

6.3.3.2.5 Recobro

El recobro es uno de lo pardmetros fundamentales en la validacion del método y representa
la capacidad del dicho procedimiento para poder extraer el analito de interés a partir de la
muestra bioldgica. En el caso de este método, como se puede apreciar en el cuadro 48, a
cada nivel de concentraciéon el porcentaje de recobro fue arriba del 80%, con una
desviacion estandar entre los puntos del 4% y promedio general de 86%. La guia de
validacion indica que este pardmetro no necesariamente tiene que ser del 100%, pero debe
ser consistente, preciso y reproducible. Los datos presentados indican este comportamiento,
por lo que se considera que el valor aceptado cumple con las especificaciones de la
normatividad.

Cuadro 48. Datos del recobro del método analitico (método 2).

Conc (ng/mL  Sistema Método % Recobro

0.1 0.071 0.086 82.35
3 2.340 2.633 88.86
7 5.440 6.275 86.69

Promedio= 85.97
SD= 3.31
%CV= 3.85
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6.3.3.2.6 Precision del método
La precision fue evaluada en sus dos vertientes; repetibilidad y reproducibilidad Precision

intermedia). Los datos obtenidos de estos pardmetros se muestran en los cuadros 49 y 50
respectivamente.

Cuadro 49. Precision del método. Reproducibilidad (método 2).

Conc (pg/ml 1 2 3 4 5 Promedio Desviacion %CV
0.1 0.071 0.072 0.072 0.064 0.076 0.071 0.004 6.02
3 2.352 2.252 2.402 2.373 2.319 2.340 0.058 2.47
7 5.452 5.452 5.402 5.473 5.419 5.440 0.028 0.52

Cuadro 50. Precision del método. Repetibilidad o precision intermedia (método 2).

Conc (ng/mL 1 2 3 Promedio Desviacion %CV
0.1 0.071 0.067 0.070 0.069 0.002 3.48
3 2.340 2.455 2.373 2.389 0.059 2.49
7 5.440 5.412 5.533 5.462 0.063 1.16

Segun los resultados del ensayo intra-dia, el valor maximo de coeficiente de variacion
encontrado fue el de la concentracion de 0.1 yg/mL, con un valor del 6%. Por otra parte, el
mayor porcentaje de %CV encontrado en el ensayo de reproducibilidad es del 4%. Los
datos confirman una buena precision del método.

6.3.3.2.7 Exactitud

La exactitud del método fue determinada utilizando como parametro discriminante el
porcentaje de desviacion estandar absoluta. Los resultados, mostrados en el cuadro 51,
indican que el método analitico posee una maximo valor de 13.9% para la concentracion
mads baja de los puntos control. Los datos demuestran una aceptable precision, de acuerdo a
el criterio establecido por la guia de validacion de métodos bioanaliticos de la FDA.

Cuadro 51. Resultados de la exactitud (método 2).

Concentracion experimental (ug/mL)

Conc (ng/mL 1 2 3 4 5 Promedio %DEA
0.1 0.114 0.116 0.115  0.105 0.120 0.114 13.95
3 3.023 2.895 3.087  3.049 2.980 3.007 0.23
7 6.976 6.975 6.912  7.002 6.934 6.960 0.57
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6.3.3.2.8. Estabilidad. Ciclos congelacion/descongelacion

La estabilidad fue obtenida después de analizar la muestras resultado de tres ciclos de
congelacion (-20 °C)/descongelacion (temperatura ambiente). Este tipo de estabilidad se
realiz6 debido al posible reprocesamiento de la muestra, después de estar en el congelador.
Los resultados de los puntos control analizados se muestran en el cuadro 52.

Cuadro 52. Datos de estabilidad. Ciclos congelacion/descongelacion (método 2).

Con (ng/mL) RI1 R2 R3  %Recuperado
0.1 104.48 88.50 101.92 98.30
3 99.18 104.25 90.28 97.90
7 94.81 95.49  100.50 96.93

Los valores de porciento recuperado indican que a los tres niveles de concentraciones
seleccionados, la casiopeina Ilgly es estable después del proceso de congelacion y
descongelacion, debido a que los porcentajes observados se encuentran en el intervalo de +
15% en comparacion con las concentraciones obtenidas de los puntos controles preparados
y analizados el dia del anélisis (100%)

6.3.3.2.9 Estabilidad a corto plazo

La estabilidad a corto plazo se realizo durante 6 horas, tiempo estimado para realizar el
procesamiento € inyeccion de la muestra.

Cuadro 53. Resultados de la estabilidad a corto plazo (método 2).

Con (ng/mL) Rl R2 R3  %Recuperado
0.1 98.11 98.16 101.58 99.28
3 94.08 9586 94.23 94.72
7 10045 9430  96.10 96.95

Como se observa, el minimo valor para el porcentaje recuperado es de 94.7%, por lo tanto
se puede establecer que la estabilidades ensayadas cumplen con los requerimientos
indicados por la guia de validacion de métodos bioanaliticos de la FDA.

Los resultados anteriores indican que el método es valido para la cuantificacion de
casiopeina IIgly en sangre.
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6.34 Farmacocinética de la casiopeina IIgly en plasma de perro beagle por HPLC-

MS.

Con la finalidad de caracterizar la evolucion temporal de las concentraciones de casiopeina
IIgly en el organismo, se administr6 via femoral una dosis de 0.9 mg/Kg a 2 perros de la
raza beagle, siguiendo el procedimiento descrito. Los resultados de esta determinacion y el

perfil farmacocinético se muestran en el cuadro 54 y figura 23 respectivamente.

Cuadro 54. Concentraciones de casiopeina IIgly obtenidas después de la administracion

IV de 0.9 mg/Kg de casiopeina IIgly a perros beagle.

Perro
1 2

Tiempo (min) Conc (pg/mL) X DE

15 3.21 240 281 0576
30 0.50 0.32 041 0.125
45 0.18 0.25 021 0.050
60 0.16 - 0.16 -
120 0.13 0.17 0.15 0.028
180 NC NC - -
360 NC NC - -
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Figura 29. Perfil farmacocinético después de la administracion de una dosis de 0.9 mg/kg
de casiopeina IIgly a 2 perros de la raza beagle.
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La cinética del experimento se monitored hasta las 48 horas, sin embargo se obtuvieron
valores de concentracion plasmatica extremadamente bajas, por lo que sélo se pudo
cuantificar el analito hasta las 120 minutos. Con los datos obtenidos se realizd de manera
individual (para cada perro) el modelado matemadtico con el objetivo de determinar los
pardmetros farmacocinéticos, utilizando los algoritmos del modelo abierto de un
compartimiento (MAUC) y el modelo abierto de dos compartimientos (MADC). Para ello,
se utiliz6 el cuadro de diagndstico que el programa arroja después de computar los datos.
En el cuadro 55 se resume dichos valores.

Cuadro 55. Datos de diagndstico de los modelos probados para la farmacocinética en

plasma.
MAUC MADC

Perro 1 Perro 2 Perro 1
Parametro Valor Valor
CSS 7.13452 3.4889 7.13452
WCSS 7.13452 3.4889 7.13452
SSR 4.74E-02 6.85E-02 1.74E-04
WSSR 4.74E-02 6.85E-02 1.74E-04
CORR_(OBS,PRED) 0.9987 0.9952 1
WT_CORR_(OBS,PRED) 0.9987 0.9952 1
AIC -11.24894 -6.72299 -35.29284
SBC -12.03007 -7.9504 -36.85509

Debido a la alta tasa de eliminacion del farmaco y por ende los pocos valores de
concentracion plasmatica en funcion del tiempo en el caso del perro 2, el modelaje
bicompartimental no se pudo llevar a cabo.

Para decidir el tipo de modelo, se compar6 los valores de la suma de cuadrados residuales
(SSR), la suma de cuadrados ponderado (WSSR), el criterio de Akike (AIC) y el
perteneciente al criterio de los bayesianos de Schwartz. La regla de decision, de manera
general, indica que el modelo al cual mejor se ajustan los datos serda aquel que demuestre
menores valores en los pardmetros de diagnostico antes mencionados. Al comparar los
resultados de diagndstico estadistico obtenidos para MAUC y el de MADC, se observa que
dichos valores son menores para el modelo abierto de dos compartimientos, por lo tanto,
este seria el mejor modelo. Es importante aclarar que no se tomé en cuenta el valor
predicho-observado (CORR_OBS, PRED) para hacer el contraste entre los modelos
compartimentales, ya que no es un buen predictor de la bondad de ajuste entre este tipo de
algoritmos. Como se menciond anteriormente, el programa WinNonLin 5.2 no permitid
realizar el ensayo del modelado de los datos farmacocinéticos del perro 2 debido a que eran
limitados. Esto llevo a considerar el uso del modelaje no compartimental para determinar
valores de depuracion y tiempo de vida media que permitiera incluir los datos de los dos
perros. Este algoritmo wusa criterios estadisticos para obtener los resultados
farmacocinéticos y esta basado en gran medida en la determinacion del drea bajo la curva al
tiempo infinito (ABC) y lambda z ()A,), un estimador que depende de la porcion final de
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eliminacion. Cabe mencionar que el modelado compartimental proporciona gran cantidad
de informacidn, es por ello que cuando se caracteriza una molécula, se prefiere este
sistema. En contraste, el modelaje no compartimental tiene la habilidad de poder calcular
los parametros fundamentales (e.g. depuracion, tiempo de vida media) sin recurrir a un
modelo restrictivo, por lo que se utiliza en gran medida en los casos en donde dada la
administracion de un mismo farmaco, los datos farmacocinéticos provenientes de los
sujetos a estudio indican ajustes compartimentales diferentes. Los pardmetros
farmacocinéticos relevantes en la clinica obtenidos a partir del modelado no
compartimental para la casiopeina IIgly se muestran en el cuadro 56.

Cuadro 56. Parametros Farmacocinéticos de la casiopeina IIgly en perros beagle
obtenidos después de la administracion de 0.9 mg/kg via bolus intravenoso.

Parametro Perro 1 Perro 2 Unidades
Lambda_z 0.0064 0.0041 1/min
HL_Lambda_z 107.97 169.56 min
AUCall 193.425 2228115 min*ug/mL
Vz_obs 637.52 864.67 mL/kg
Cl_obs 4.09 3.53 mL/min/kg
AUCINF_D_pred 243.940 282.681 min*kg*ug/mL/mg
MRTINEF _obs 42.10 52.99 min
Vss_obs 172.30 187.31 mL/kg

Los resultados en su conjunto indican una alta tasa de eliminacion del analito a partir del
tejido muestreado, dando como resultado un tiempo de vida media corta, con un valor
aproximado de 2.3 horas. Este fendmeno se ha observado también en el trabajo
farmacocinético publicado en ratas [85]. Los resultados también indican una distribucién
del compuesto relativamente alta, ya que el volumen de distribucion observado es
aproximadamente de 9.6 L tomando en consideracion 15 Kg de peso del perro y el volumen
tedrico de agua corporal canino. Por otra parte, el comportamiento cinético de la
eliminacion de la casiopeina IIgly puede tener varias vertientes, como un alta tasa de
metabolismo o una importante adhesion a tejidos, los cuales deberdn ser investigados.

6.3.5 [Estudio farmacocinético por infusiéon constante de la casiopeina IIgly en
sangre de perro.

Teniendo en cuenta la rdpida eliminacion de la casiopeina IIgly en plasma, se planeé el
estudio farmacocinético en sangre con el objetivo de obtener, bajo un régimen de infusion
constante, el valor de concentracion plasmatica al estado estacionario. Este valor, junto con
la velocidad de infusion, permiten obtener de manera directa el valor de la depuracion (Cl)
y por ende, la constante de eliminacion y el volumen de distribucion, sin depender del area
bajo la curva para determinar estos importantes parametros. En el estudio se administré 3 y
1.5 mg/kg de casiopeina lIgly a perros beagle (2 perros por dosis), tomando muestras de
sangre total a los tiempos 0.33, 0.66, 1, 2,4, 8, 12 y 24 horas. El cuadro 57 muestra las
concentraciones plasmadticas obtenidas y la figura el perfil farmacocinético del compuesto
de coordinacion a las dosis ensayadas.
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Cuadro 57. Concentraciones (x desviacion estdndar) obtenidas en la farmacocinética de

casiopeina IIgly en sangre a dos diferentes dosis.

Dosis (mg/Kg)

1.5 (n=2) 3 (n=2)

Tiempo (min) Concentracion (ug/mL) + DE
20 0.224 £0.021 0.343 +£0.047
40 0.203 +0.035 0.330+0.029
60 0.244 £ 0.004 0.344 £0.073
80 0.190 £ 0.022 0.240 +£0.032
100 0.155+0.020 0.192 +0.010
120 0.126 £ - 0.175+0.026
160 - 0.110 £ 0.004
—A—3 mg/Kg

0.45- —o— 1.5 mg/K

Cong fig/ml)
[ N w w
R A P

o
N
?

0.154

0.104

T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (h)

Figura 30. Grafica de concentracion de casiopeina IIgly vs tiempo durante y
después de la administracion iv por infusion. Se ensayaron 2 dosis: 1.5
y 3 mg/kg.

Con los datos experimentales se realizo el modelado farmacocinético utilizando el modelo
abierto de un compartimiento y el modelo no compartimental, ambos por infusion
constante, modelo 2 y 202 del programa computacional WinNonlin 5.2, respectivamente.
En el modelado compartimental, al realizar el ajuste, se observé que en el periodo de
infusion el programa establece un aumento gradual de las concentraciones plasmaticas
(figura 31), sin embargo en el proceso experimental, la concentracion plasmatica al estado
estacionario (Cp,.) se alcanza casi inmediatamente. Este hecho se ve reflejado en la baja
correlacion observada-predicha del mismo modelo. Estas razones hicieron que se postulara
que, para estos datos, el modelado compartimental no era la mejor opcion. En contraste, el
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modelado no compartimental depende principalmente del area bajo la curva de cero a
infinito y el valor de A,, que depende sélo de la fase de eliminacion, por lo tanto se escogid

como el mejor modelo.

0.30 T

0.25 + o
O
1 O
= 0.20 )
£
[o2}
2 0.15 O
§ o
0.10
0.05 -
0.00 t . } } I i
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min)

Figura 31. Grafica de tiempo contra concentracion plasmatica obtenida después de
realizar el modelado computacional compartimental. Note que el programa
establece un aumento gradual de las concentraciones plasmaticas y en los
datos experimentales muestran un estado estacionario al inicio de la infusion.

Cuadro 58. Parametros farmacocinéticos obtenidos en el modelado no compartimental.

Dosis
1.5 mg/Kg 3 mg/kg
Parametro X + S.D. X +S.D.
Cl (mL/hKg) 1460.25 £ 1.709  3090.545 + 669.665
z (h-1) 0.283 + 0.050 0.375 +0.093
t1/2 (h) 2.446 + 0.040 1.905 £ 0.474
V (ml/Kg) 5153.250+89.329 8267.17 +£268.614
AUC(pg h/mL) 0.345+0.04 0.512 +£0.09

Como se puede apreciar en el cuadro 58, el valor del tiempo de vida media a ambas dosis es
pequefio, con un valor promedio de 2.15 horas, lo que indica una alta tasa de desaparicion
del compuesto de coordinacion a partir del tejido muestreado. Esta ultima aseveracion se
confirma por los valores relativamente altos de depuracion. El volumen de distribucion, el
cual en el cuadro se encuentra normalizado para efectos del modelado no compartimental,
indica un valor mayor en comparacion al volumen corporal total canino (60 porciento del
peso del perro) en ambas dosis, lo que significa una relevante distribucion de la casiopeina
IIgly en el organismo.

Con la finalidad de encontrar posibles metabolitos de la casiopeina IIgly in vivo, se aplico

la metodologia cualitativa desarrollada para este fin. En todas las muestras tomadas, se
buscaron, a través de los 3 diferentes gradientes de elucion cromatografica y rampas de
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carga/masa, picos que no correspondieran a las sefiales del blanco sanguineo. Los
cromatogramas no mostraron la presencia de compuestos resultado del metabolismo, por lo
que existe la probabilidad de que el complejo de cobre bajo estudio deje el compartimiento
vascular y se adhiera a algun tejido. Esta inferencia concuerda con los encontrados por
Rendon et al., en donde a través de la cuantificacion de cobre se pudo observar altas
concentraciones en diversos tejidos del modelo animal, bajo el paradigma que la cantidad
de cobre, después del ajuste por el blanco, era proporcional a la cantidad del compuesto de
coordinacién en el organismo [90].

6.3.6. Biodistribucion (relacion sangre total/plasma) de la casiopeina Ilgly

Los resultados farmacocinéticos anteriores muestran una concentracion plasmatica baja al
administrar la casiopeina IIgly en dosis relativamente altas. Este fenomeno puede ser
producido por varios factores como los son una alta depuracidn, extenso metabolismo o una
biodistribucion del farmaco en tejidos diferentes al plasmético. Con la finalidad de verificar
este ultima posibilidad y asi conocer la cantidad del analito contenida en la sangre total y el
plasma, se realiz6 un estudio de biodistribucion.

La relacion sangre total /plasma (kb/p) es un estudio que consiste, de manera general, en
determinar la cantidad de analito presente en la sangre total y el plasma a uno o varios
tiempos determinados. Dependiendo de los fendmenos de conveccion y difusion, algunos
farmacos tiene mayor afinidad por la sangre total en comparacion al plasma, el cual es el
fluido bioldgico de primera eleccion de muestreo debido a su menor complejidad para el
andlisis. Este coeficiente la relacion sangre total/plasma ayuda a determinar diferentes
aspectos relevantes del farmaco como son la eleccion racional del fluido bioldgico para el
muestreo, la prediccion in vitro de la distribucidn in vivo, conocimiento fisiologico del
analito correlacionandolo con los pardmetros farmacocinéticos y el conocimiento de la
posibilidad de interaccién del farmaco con el paquete globular eritrocitario [91]. Por otra
parte, a través del valor del hematocrito, se puede conocer el coeficiente de particion
células rojas y plasma, dando indicio de la interaccion del analito con las células sanguineas
antes mencionadas. Los resultados del estudio de relacion sangre total/plasma de la
casiopeina IIgly a dos niveles de concentracion se muestran la cuadro 59.

Cuadro 59. Resultados del estudio de biodistribucion sangre total/plasma de la casiopeina
IIgly en 3 sistemas bioldgicos.

0.3 pg/mL 1 pg/mL
He (%) Kb/p Ke/p Kb/p Ke/p
media (intervalo)
Rata 37 0.98(0.93-1.01) 0.95(0.82-1.03) |1.23 (1.17-1.28) 1.61 (1.46-1.77)
Perro 42 1.29(1.10-1.49) 1.93 (1.35-2.57) |1.57 (1.32-2.00) 2.85 (2.02-4.23)
Humano 47  2.15(1.84-2.27) 3.54 (2.79-4.08) |2.47 (2.14-2.75) 4.14 (3.43-4.74)
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Los resultados indican, con base en el promedio y el intervalo reportado, que la casiopeina
IIgly se encuentra en una proporcion importante en sangre total que en plasma (Kb/p>2)
para las especies de perro y humana. Se puede observar que el caso de la rata, los valores de
Kb/p son cercanos a un valor de 1, por lo que también existe unién, aunque en menor
medida que en las otras especies, de la casiopeina IIgly a los componentes de la sangre.
Este hallazgo permite establecer que el mejor fluido para realizar el andlisis de la
casiopeina IlIgly es la sangre total, debido a que el analito de interés permanece con relativa
mayor afinidad en este tejido que en plasma. Por otra parte, los valores de Ke/p indican que
la casiopeina IIgly tiene una gran interaccion con el paquete globular eritrocitario
principalmente en la especie de perro y en la sangre del ser humano. Esta importante
interaccidon coadyuvan a entender el mecanismo de hematoxicidad reportada por De
Vizcaya Ruiz et al., en donde se observo la aparicion de leucocitosis neutrofilica y anemia
hemolitica [84].

6.3.7. Farmacocinética de la casiopeina IIgly en sangre de perro beagle después de
una administracién intravenosa

El perfil farmacocinético de la casiopeina IIgly se muestra en la figura 32.

Conc (ug/mL)
w
1
/

I~

T

T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
Tiempo (min)

0

Figura 32. Perfil Farmacocinético de la casiopeina IIgly después de la administracion
intravenosa simple de casiopeina IIgly.

Los datos farmacocinéticos fueron ingresados al programa computacional WinNonlin
version 5.2 para encontrar el mejor modelo matematico que describiera el decaimiento de
las concentraciones plasmadticas con respecto al tiempo. Los resultados fueron modelados
con los algoritmos compartimentales y no compartimentales, tomando en cuenta la
administracion intravenosa simple.

107



m
(/8%
Biofarmacia

Generalmente, en el sistema no compartimental se toman los ultimos tres puntos para el
calculo de lambda zeta (A,), uno de los valores principales del cual depende el calculo de
las demads variables farmacocinéticas. Con base en el tipo de administracion y los resultados
experimentales, se postulé obtener el valor de A, a partir de todos los puntos observados,
debido a que el decaimiento de las concentracion plasmaticas se ajustaban a un modelo
exponencial (™). De esta forma la variacion inherente entre los datos experimentales de la
fase de eliminacion se tomd en cuenta y permitid obtener valores de prediccion mas
proximos al comportamiento experimental. Por otra parte, se llevo a cabo el modelado
compartimental. Los resultados se muestran en los cuadros 60 y 61.

Cuadro 60. Datos farmacocinéticos de la casiopeina IIgly después de la administracion
intravenosa de 2 mg/kg utilizando el modelado compartimental.

Parametro Unidades Valor
K10 HL min 47.13
CL mL/min/kg 3.73
AUC min*pg/mL 535.95
AUMC min*min*ug/mL  36438.13
MRT min 67.99
Vss mL/Kg 253.7

Cuadro 61. Datos farmacocinéticos de la casiopeina IIgly después de la administracion
intravenosa de 2 mg/kg utilizando el modelado no compartimental.

Parametro Unidades Valor
No points lambda_z 7
Lambda z 1/min 0.01
HL Lambda z min 67.31
Co ug/mL 6.54
AUCall min*ug/mL 462.61
AUCINF_obs min*ug/mL 511.57
Vz_obs mL/kg 379.62
Cl _obs mL/min/kg 3.91
Vz pred mL/kg 384.91
Cl _pred mL/min/kg 3.96
AUMCINF obs min*min*ug/mL  47994.64
AUMCINF pred min*min*ug/mL  45622.10
MRTINF_obs min 93.82
MRTINF pred min 90.42
Vss_obs mL/kg 366.78
Vss pred mL/kg 358.44
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Como se puede apreciar, en ambos modelos los valores farmacocinéticos son muy
semejantes, en concreto el tiempo de vida media y la depuracion, valores fundamentales
que ayudaran a proponer un régimen inicial de dosificacion en la etapa clinica, en el caso
de que este complejo de coordinacion complete los estudios requeridos. Aunque los dos
modelos demuestran resultados aproximados entre ellos, se escogié como mejor modelo el
compartimental, debido a que este ultimo es menos dependiente del valor del area bajo la
curva para obtener las variables farmacocinéticas; como se ha observado, la casiopeina
IIgly presenta una alta tasa de eliminacion de tal forma que es dificil caracterizar con los
puntos experimentales un alto porcentaje del area bajo la curva con respecto a la dosis
administrada.

El experimento revela un tiempo de vida media corta y un valor de aclaramiento que
sugiere una lenta remocion por via hepatica, debido a que el valor es alrededor del 10% del
flujo hepatico reportado en perros (30 mL/min/kg) [92]. Los valores encontrados son
semejantes a los de la farmacocinética realizada a través de un proceso de infusion
(apartado 6.3.5) y a los publicados por Velasco e al. [85] en donde el modelo animal
utilizado fue la rata. Cabe mencionar que las muestras en este caso fueron procesadas por el
método 2 para el andlisis de casiopeina IIgly en sangre y como se observar en la figura 32,
este permitio caracterizar de mejor manera la fase de eliminacion del farmaco, debido a un
menor limite de cuantificacion y un mayor recobro del método analitico.

Por otra parte, durante la experimentacion, se reporta que se observaron diversas

manifestaciones clinicas después de la administracion de casiopeina IIgly a los perros. En el
cuadro 62 se indican algunas de dichos signos en la dosis trabajada.

Cuadro 62. Manifestaciones clinicas de la casiopeina IIgly luego de la administracion.

Manifestiaciones clinicas
Mucosa oral palida
Problemas respiratorios
Taquicardia
Hipersecrecion salival
Emesis (vomito)
Letargia

6.3.8. Estabilidad de la casiopeina IIgly en sangre de 3 especies diferentes.

Los perfiles farmacocinéticas de la casiopeina IIgly demuestran una rapida disminucion de
la concentracion plasmatica a través de un corto tiempo. Con la finalidad de determinar si
este comportamiento es debido al metabolismo sanguineo, se determind la estabilidad de
este compuesto de coordinacién por un espacio de 6 horas. El tiempo fue seleccionado con
base en la eliminacion observada del analito in vivo.
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En las figuras 33a y 33b se muéstralos resultados del experimento, reportando la estabilidad
como el % recuperado.

a)

—=— rata
—e— perro
—4A— Humano
Conc= 0.3 ug/mL

% Recuperado

tiempo (h)
b)
—=—rata
—e— perro
1144 —4&— humano
1127 Conc=1ug/mL

% Recobro

Tiempo(h)

Figura 33. Graficas de estabilidad de la casiopeina IIgly en sangre de tres especies
diferentes (rata, perro y humano) a las concentraciones de a) 0.3 yg/mL y b) 1 pg/mL.

Los valores de la estabilidad para la sangre de las tres especies estudiadas a la

concentracion de 0.3 ug/mL se encuentran en el intervalo de 88.33-100.9 % y para la
concentracion de 1 pg/mL de 93-100.33%. Los resultados indican que la casiopeina IIgly es
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estable en sangre humana, perro y rata por lo menos 6 horas a 37 °C , de acuerdo al criterio

de aceptacion analitico indicada en la guia de la FDA. Por otra parte, los resultados denotan
que la estabilidad en sangre de la casiopeina IIgly no es un factor que pueda explicar la alta
tasa de eliminacion observada en los estudios farmacocinéticos.

6.3.9 Unidn a proteinas plasmaticas de la casiopeina Ilgly.

La union a proteinas es uno de los estudios fundamentales que se deben realizar en el
ambito preclinico. El conocimiento de este parametro es decisivo para determinar en etapas
posteriores del desarrollo del candidato a farmaco la dosificacion del compuesto, las
posibles interacciones medicamentosas y posee un efecto importante sobre las variables
farmacocinéticas y farmacodinamias. El estudio realizado en el presente trabajo de
investigacion se realiz6 en plasma de rata, perro y humano, a las concentraciones de 1 y 5
ug/mL. Los resultados se muestran en el cuadro 63.

Cuadro 63. Valores de porcentaje de union a proteinas plasmaticas en tres especies

diferentes.
Concentracion (ng/ml)
1 5

Rata

Intervalo 89-94 91-97

Promedio+DE | 92+1.9 93+23
Perro

Range 89-97 93-97

Promedio + DE | 92 £3.5 95+1.7
Humano

Range 93-99 97-100

Promedio+ DE | 96 +2.8 98+1.2

Retencion del Filtro
Range 3-11
Promedio + DE 6.4+3.5

El resultado de la retencion del complejo de coordinacion en la membrana del tubo Amicon
es aproximadamente 6%, lo que indica un bajo grado de union, validando el uso del tubo en
cuestion para este ensayo. Como se puede observar en el cuadro 63, los valores de union
a proteinas plasmaticas de las especies estudiadas en las dos concentraciones ensayadas son
mayores al 90%, lo que indica un alto grado de union a proteinas plasmaticas. Este valor
debera ser tomado en cuenta para evitar problemas asociados a la toxicidad por interaccion
medicamentosa al administrar en conjunto farmacos o compuesto que posean también un
alto grado de union con la finalidad de evitar emergencias por toxicidad.
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7. CONCLUSIONES

Se desarrollaron y validaron tres métodos bioanaliticos basados en la cromatografia de
liquidos de alta resolucion acoplado a un detector de masas para la cuantificacion de
casiopeina IIgly en plasma y sangre de perro beagle. Los parametros de validacién como
linealidad, exactitud, precision, recobro y estabilidad se encuentran dentro de los estdndares
recomendados por la guia de validacion de la FDA. Estos dos métodos fueron utilizados en
estudios biofarmaceuticos preclinicos.

Los resultados farmacocinéticos indicaron una rdpida tasa de eliminacion del complejo de
coordinacion a partir de los fluidos muestreados. Por otra parte, los estudios de
biodistribucion demostraron que existe una mayor acumulacion de la casiopeina IIgly en
sangre total que en plasma. El analito bajo investigacion posee una alta union a proteina
plasmaticas (UP>90%) y es estable en sangre a 37 °C por lo menos 6 horas.
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