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INTRODUCCION

En México, al igual que en el resto de los paises del mundo, el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) se ha convertido en un problema prioritario de
salud publica muy complejo, con multiples repercusiones psicoldgicas, sociales,
éticas, econdmicas y politicas que rebasan el ambito de la salud, y que
constituyen una amenaza para la seguridad nacional y para el desarrollo

econOémico y social de las naciones.

A finales del 2004, ONUSIDA estimé que a nivel mundial existen 39.4 millones de
personas que viven con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), de los
cuales 37.2 millones eran adultos, 17.6 millones mujeres, y 2.2 millones menores
de 15 afos. Cada dia 14 mil personas se infectan por el VIH en todo el mundo.
Aproximadamente el 50% de las nuevas infecciones por VIH, se producen en
jovenes de entre 10 y 24 afios. Unicamente durante el 2004, el SIDA caus6 3.1
millones de muertes (http://www.biocab.org/VIH_SIDA.html#anchor_1005).

Considerando el numero total de casos reportados, México ocupa el tercer lugar
en el continente americano, después de Estados Unidos y Brasil; sin embargo, de
acuerdo con la prevalencia de VIH México se ubica en el vigésimo tercer lugar en
América y el Caribe, y el sitio veintisiete a nivel mundial.

(http://www.globalhealthfacts.org/topic.jsp?i=1)

México se clasifica como un pais con una epidemia de SIDA concentrada en los
grupos que mantienen practicas de riesgo, en contraste, la prevalencia de VIH en
poblacién adulta de 15 a 49 afios de edad es del 0.3%, lo cual significa que tres de
cada mil personas adultas podrian ser portadoras del VIH en nuestro pais. De
acuerdo a las estimaciones mas recientes del Centro Nacional para la Prevencion
y Control del SIDA (CENSIDA), en México existen 182 mil personas adultas

infectadas por el VIH.

Elvia Adriana Morales Hipdlito 4



ESTUDIO DE BIODISTRIBUCION DE HIDROXICLOROQUINA EN SANGRE Y TEJIDO LINFOIDE

En la actualidad existen diferentes tratamientos los cuales, aun cuando no
eliminan el virus, tienden a detener su multiplicacion y a frenar la destruccion de

las células productoras de defensas, retrasando el comienzo de las enfermedades.

Debido a lo anterior y a que los farmacos ya existentes para el tratamiento de
dicha enfermedad no se encuentran al alcance de la mayor parte de la poblacion,
es necesario continuar investigando el desarrollo de nuevos farmacos que actien
a otros niveles del ciclo de replicacién del virus y que ademas los costos sean
menores. Algunos estudios concentran sus esfuerzos en estimular la respuesta del
sistema inmunolégico del paciente, mientras que otros guardan la esperanza de
encontrar una vacuna eficaz que ademas se enfrenta a la dificultad afiadida de la

gran variabilidad genética del virus.

Por ello se investiga la hidroxicloroquina que es un farmaco antimaléarico el cual
también ejerce un efecto benéfico en lupus eritematoso (sistémico y discoide) y
artritis reumatoidea aguda y cronica y otras enfermedades autoinmunes, como
terapia alterna para el tratamiento de dicha enfermedad. Aun cuando no se conoce
sSu mecanismo de accion, se sabe que este esta relacionado con la elevacién del
pH intracitoplasmatico (Grace, 1996), lo cual altera el ensamble de las cadenas a 'y
b de las moléculas de la clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad y de
esta manera interfiere con el procesamiento antigénico y por tanto disminuye el
estimulo autoinmune de la células CD4+. Dado su mecanismo de accion,
recientemente se ha encontrado que frena la replicacién del VIH en el laboratorio,
sin embargo, no existe informacion acerca de su biodistribucion y los datos
farmacocinéticos son escasos. Para ello, se requiere contar con metodologia
analitica sencilla y especifica para su cuantificacion en fluidos biolégicos, para

conocer los niveles o cantidad de farmaco que llega al sitio de accion.

Elvia Adriana Morales Hipdlito 5
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— OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Determinar la biodistribucion y los niveles alcanzados de

Hidroxicloroquina en sangre completa y tejido linfoide.

Elvia Adriana Morales Hipdlito 6
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OBJETIVOS PARTICULARES.

» Determinar las condiciones éptimas para cuantificar Hidroxicloroquina en

sangre completa y tejido linfoide.

» Validar el método para cuantificar Hidroxicloroquina en sangre completa.

» Estimar las concentraciones de Hidroxicloroquina durante el estudio de

distribucion.

» Comparar y analizar los niveles alcanzados de Hidroxicloroquina en sangre

y tejidos.

> Establecer la posible correlacion de los datos sanguineos con los obtenidos

en tejido.

» Evaluar, segun los resultados obtenidos, el posible uso de la

Hidroxicloroquina como terapia alterna en el tratamiento del SIDA.

Elvia Adriana Morales Hipdlito 7
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6.1 SIDA

6.1.1 Definicion

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida. Enfermedad viral consistente en la
ausencia de respuesta inmunitaria. El SIDA es una etapa avanzada de la infeccion
por el VIH-1. Este virus deja sin defensas al organismo, concretamente mata a las
células encargadas de la defensa contra las enfermedades; por lo tanto se puede
definir al SIDA como un conjunto de sintomas y signos derivados de un
debilitamiento importante del sistema inmune que ha contraido el enfermo durante

su vida, y que no es congénito. (sexovida.com, 2005)

6.1.2. Virus del VIH

Los virus del SIDA pertenecen a la familia de los retrovirus. Un retrovirus es un
virus que tiene su genoma ubicado en el ARN y no en el ADN. Los retrovirus usan
transcriptasas inversas para convertir el ARN en ADN. Contienen ARN como
material genético. El ARN del virus se traduce a ADN, el cual se inserta a si mismo
dentro del ADN propio de la célula infectada. Los cientificos pueden modificar

genéticamente los retrovirus y usarlos en terapia génica como vectores.

El VIH agente causante del SIDA, es un retrovirus lentivirae, aparentemente no
oncogénico. Fue descubierto y relacionado con el SIDA por Luc Montaigner en
Francia en 1983. Es un virus esférico con varias capas proteicas. Su material
genético se compone principalmente de ARN que debe copiarse en ADN para
poder multiplicarse e integrarse en el nucleo de la célula que infectan. Los
antigenos (proteinas) de la envoltura exterior, permiten al virus adherirse e infectar
a los linfocitos. (Roitt, 2003)

6.1.3. Ciclo de reproduccion del virus
El proceso de conversion de ARN en ADN es una caracteristica principal de los
retrovirus y se lleva a cabo mediante acciones enzimaticas de transcriptasa

inversa.

Elvia Adriana Morales Hipdlito 8
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Con la demostracion de la existencia de la transcriptasa inversa, se inicié en la
década de los 70’s la busqueda de retrovirus humanos, que permitio el
aislamiento en 1980 del virus de leucemia de células T del adulto, HTLV-1 (Gallo,
2002).

El VIH tiene un didmetro aproximadamente de 100 nandmetros. Su parte exterior
es la "cubierta”, en la que se encuentra una proteina del virus, la gp4l o
“glicoproteina transmembrana”. Conectada a la gp41 esta la gp120, la cual puede
unirse al receptor CD4 localizado en la superficie de los linfocitos T4 para penetrar
en ellos. El ndcleo tiene la “capside”, compuesta por la proteina p24. En su interior
esta el ARN, la forma de informacion genética de VIH.

YIH

Linfocito T

1
ACOPLAMIE
Y FUSION D
L& MEMEBRgHA

% ADN
¥iFicn
L ]
virion &RN ¢
AN de
doble cadena

TRAHECRIPCION

J

7
SALIDA
DE VIRIOHES

Figura 1. Ciclo vital y reproduccion del VIH
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En la Figura 1 se presenta el ciclo vital del VIH. Este puede ser tan corto como 1.5
dias, desde el ensamblado en una célula infectada hasta la infeccién en una
nueva célula. Dado que la vida del virus es corta, las copias de ADN son
altamente variadas. Por la alta cantidad de errores de transcripcion, existe una alta
tasa de mutaciéon, lo cual aprovecha el virus para resistir a las terapias con

antiretrovirales.

6.1.4. Sistemas afectados por el virus del VIH

En el momento de la infeccion primera, esa afeccion se traduce a veces en una
encefalitis, una meningitis o una afeccion de los nervios periféricos. Todas esas
manifestaciones retroceden de manera espontanea. Se piensa que algunas cepas
viricas tendrian una afinidad mayor con las células macrofagas que con los
linfocitos. Una vez infectadas, los macréfagos atraviesan la barrera de la meninge,

gue protege el cerebro, y originan pequefios focos de infeccidn virica.

En el momento en que el SIDA se declara, estos focos son reactivados al
desplomarse el sistema inmunitario, desarrollandose una encefalitis en
aproximadamente el 20 % de los pacientes. Los primeros signos son dificultades
de concentracion, lapsus de memoria y lentitud intelectual. Transcurridas
algunas semanas o algunos meses, se produce un estado de demencia. La
encefalitis es la complicacion neurolégica mas frecuente en la fase de SIDA. Del
40 al 80 % de los enfermos presentan manifestaciones neurolégicas mas o menos
severas. En los recién nacidos con infeccion de madres seropositivas y déficit
inmunitario importante, existe una forma muy grave de esta enfermedad. En todos

los casos el pronéstico es muy sombrio.

El mecanismo por el cual el virus produce esos trastornos a pesar de no infectar
las neuronas, es incierto. Se asume que se debe a mecanismos indirectos como el

siguiente: Las células macrofagas segregan citocinas inflamatorias que trastornan

Elvia Adriana Morales Hipdlito 10
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el funcionamiento de las células gliales, que rodean las neuronas, o que liberan
productos de oxidacion, en particular 6xido nitrico, el cual a dosis altas altera su

funcionamiento o conduce a su muerte por apoptosis.

El sistema nervioso es también la sede de infecciones oportunistas: toxoplasmosis
cerebral (en el 14 % de los casos), encefalitis por citomegalovirus, criptococosis
neuromeningea (19 % de los casos), linfomas, o también leuco-encefalia multifocal

causada por un pequefio virus en el ADN.

En el curso de la enfermedad pueden también surgir manifestaciones
hematologicas como: disminucion del niumero de plaquetas sanguineas con
alteraciones de la coagulacion, alteracion en las cepas sanguineas, presencia de

auto-anticuerpos en la sangre.

En esa fase de la enfermedad, todos los pardmetros inmunitarios se colapsan. Los
linfocitos mueren por el virus o de apoptosis. La disminucion de los linfocitos T4

precede a veces a la aparicién de una infeccion oportunista (Parslow,2001).

Ademas, en todas las células del organismo, se acelera un proceso destructor: el
estrés oxidante. Las células macrofagas activadas e infectadas liberan en la
circulaciéon cantidades cada vez mas importantes de productos de oxidacion, de
radicales libres, que son toxicos para las otras células, provocando la apoptosis y
ruptura de ADN y modificando las membranas de las otras células, que se
convierten a causa de ello en mas fragiles. Ese mecanismo implica una
destruccién celular muy importante. En la fase terminal, ya no quedan linfocitos T4
en la sangre, mientras que circulan grandes cantidades de antigeno virico. La
muerte puede producirse como consecuencia de la recidiva de una infeccion, de

un cancer, de una encefalopatia o incluso por caquexia.

Elvia Adriana Morales Hipdlito 11
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6.1.5. Tratamientos actuales contra el SIDA.

En la actualidad existen diferentes tratamientos los cuales, aun cuando no
eliminan el virus, tienden a detener su multiplicacion y a frenar la destruccion de
las células productoras de defensas, retrasando el comienzo de las enfermedades.
Estos farmacos reciben el nombre de antiretrovirales. El primer tipo es el de los
inhibidores de la transcriptasa inversa, que interfieren la accion de dicha enzima,
que el virus utiliza para convertir el ARN en una copia de ADN y el segundo tipo,
inhibidores de la proteasa. Son farmacos que obstaculizan la accién de esta
enzima viral que convierte las proteinas en fragmentos que se ensamblan en la

cubierta de las particulas nuevas de VIH que se producen (Tortora, 2002).

Los diferentes antiretrovirales acttan en las diferentes etapas del ciclo vital del
VIH. Las combinaciones de tres o cuatro farmacos conocidas como Terapia
Antiretroviral Altamente Activa, (HAART, por sus siglas en ingles), ha permitido
que los enfermos infectados, lleven a cabo vidas productivas; sin embargo la
durabilidad de HAART aun no se ha establecido, ademas los problemas téxicos de
los medicamentos no han permitido establecer un tratamiento continuo de esta

terapia.

Los regimenes antiretrovirales son complejos, con posibles efectos colaterales
serios, dificultad con la adherencia y potencial desarrollo de resistencia viral a

causa de la no-adherencia o niveles subdptimos de los agentes antiretrovirales.

Las combinaciones de antiretrovirales actian incrementando el ndmero de
obstaculos para la mutacion viral, manteniendo bajo el nimero de copias virales.

Esto limita el nimero de combinaciones posibles.

Elvia Adriana Morales Hipdlito 12
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6.2 SISTEMA INMUNOLOGICO (SI)

6.2.1 Definicion

El término inmunidad tiene su origen en un vocablo romano que significa privilegio
de exencion o “estar libre de” y que hace referencia a la capacidad que poseen los
seres vivos de no sufrir continuamente las enfermedades que ocasionan la

agresion de los microorganismos (Roitt, 2003).

El sistema inmunoldgico es el responsable de defender al organismo del ataque
de los diferentes tipos de agentes potencialmente dafiinos para él (antigenos);
esta integrado por numerosos componentes gue interaccionan entre si y con el
medio, para reconocer lo que es propio y diferenciarlo de lo ajeno o extrafio y asi
iniciar una serie de respuestas encaminadas a eliminarlo, sus caracteristicas son,
la especificidad y la memoria (Roitt, 2003, Abbas, 2002).

6.2.2 Componentes del Sistema Inmunolégico

Desde el punto de vista estructural, los componentes basicos del sistema
inmunoldgico son la médula 6sea vy el tejido linfoide. Ambas estructuras generan y
soportan complejos sistemas celulares y humorales, integrados basicamente por
los linfocitos T y B, responsables del mecanismo celular de la respuesta
inmunoldgica, las inmunoglobulinas o anticuerpos, responsables del mecanismo

humoral; el sistema mayor de histocompatibilidad, marcador leucocitario, que

BIPOS

desencadena respuestas inmunoldgicas

especificas; el sistema del complemento,
gue colabora en la elaboracion de dichas
respuestas, y las denominadas
interleucinas y citocinas, sustancias que
actian de mediadores entre los distintos
elementos. Todo este complejo defensivo & B ‘ : LinfcifCDbs
se halla a su vez interrelacionado gracias 3

al sistema linféatico.

Figura 2. Componentes del sistema linfatico
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6.2.2.1 Médula 6sea
La médula 6sea es el 6rgano que genera todas las células que circulan por la
sangre, ya que en ella se localizan los elementos pluripotenciales que, en su

desarrollo, van dando lugar a todos los demas.

Es en ella donde se originan los dos tipos fundamentales de células defensivas:
las de origen linfoide y las de origen mieloide. Las primeras dan origen a los
linfocitos, que a su vez se dividen en tipo T y en tipo B (segun donde se
desarrollan; es decir las células B se desarrollan en la médula 6sea y en el higado
fetal y las células T en el Timo), las segundas dan lugar a los granulocitos, que se
diferencian en neutréfilos, eosindfilos y basdfilos; a los mastocitos, y a los

monocitos y macréfagos.

6.2.2.2 Tejido linfoide
Este tejido da origen a la mayoria de los linfocitos y permite su desarrollo en fases
iniciales de la vida. Se encuentra en el timo, un pequefio 6rgano retroesternal,
cuya funcion es permitir la maduracion de los linfocitos T y que solo es funcional

hasta la adolescencia.

El tejido linfoide esta presente asimismo en todas las mucosas del organismo
(intestinal, respiratoria, urogenital, etc.), y su localizacion en estos casos es
privilegiada para defender al cuerpo de cualquier ataque externo, dada su
proximidad a las puertas de entrada a la circulacién sanguinea y al conjunto de
organos.
6.2.2.3 Placas de Peyer.

Las Placas de peyer son cumulos de foliculos linfoides, los cuales se encuentran
en la porcion terminal de ileon. Su funcién es reconocer y absorber antigenos y
patégenos y desencadenar respuestas inmunitarias con especificidad a antigeno
en la mucosa. Esto lo realizan mediante la induccion de la actividad de linfocitos B

comprometidos con IgA.
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Estas placas se desarrollan tempranamente en la vida fetal, pero después de
nacido, se necesita la estimulacion por antigenos para activar los foliculos
linfoides. El tamafio y el nimero de estos dltimos aumentan hasta la pubertad,

luego disminuyen (Neu Josef, 1996).

celula b

placa de Peyer ;!

nadulo
mesertérico

Figura 3. Representacion de las placas de peyer

6.2.2.4 Bazo

El bazo es otro o6rgano linfoide, que presenta antigenos a las células
inmunoldgicas y también participa en la eliminacion y filtracion de los componentes

deteriorados 0 andmalos de la sangre.

Es un drgano linfoide secundario grande (150 g en humanos adultos), de forma

ovoide, situado en el cuadrante superior izquierdo del abdomen.

Esta especializado en capturar antigenos transportados por la sangre (p. Ej., en
las situaciones de infecciones sistémicas). Se forma por la arteria esplénica, la
cual se ramifica en numerosas arteriolas, que descargan a los sinusoides
esplénicos; de alli arrancan las vénulas, que finalmente se unen en una sola vena

esplénica que sale del érgano.
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Posee una capsula de tejido conectivo, de la que salen hacia el interior numerosas
trabéculas que delimitan compartimentos. En cada compartimiento se distinguen

dos tipos principales de tejidos: la pulpa blanca y la pulpa roja.

1. La pulpa blanca esta constituida por tejido linfoide, principalmente por
linfocitos y macrofagos, dispuestos alrededor de ramas de la arteria

esplénica llamadas arterias centrales.

2. La pulparoja es una red de sinusoides venosos que contienen macréfagos
residentes especializados (macréfagos de los senos esplénicos), que ademas
se encarga de tres funciones relacionadas con los elementos formes de la
sangre: 1)Eliminacion de células sanguineas y plaquetas defectuosas, que
efectian los macrofagos, 2) almacenamiento de plaquetas, que puede ser
hasta un tercio del total y 3) produccibn de células sanguineas
(hematopoyesis) durante la vida fetal.

El bazo recibe cada dia mas linfocitos que la suma de todos los de los ganglios

linfaticos.

pulpa blanca pulpa roja

B Linfocitos 7. células dendriticas ..

Linfocitos B

Figura 4. Representacion del bazo
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6.2.3 Sistema linfatico.

El sistema linfatico constituye un aparato circulatorio en paralelo al de la sangre,
por el que circula la linfa, liquido semejante al plasma sanguineo, de color
amarillento, que se forma a partir de los fluidos que se encuentran entre las
células (espacio intersticial) constitutivas de los distintos tejidos del organismo.
Dichos fluidos procedentes de todo el cuerpo, penetran en el sistema a través de
los capilares linfaticos, que a su vez van desembocando en conductos cada vez

mayores, llamados colectores.

Los ganglios linfaticos se encuentran intercalados a lo largo de la red vascular y
filtran el liquido por ella transportado. Entre otras funciones, controlan el contenido
de lo que se encuentra circulando por el organismo y, en caso necesario, pueden

desencadenar un ataque y destruir a los elementos potencialmente nocivos.

El sistema linfatico, ademéas de absorber hacia la linfa las grasas procedentes de
la digestion, de mantener el equilibrio del volumen corporal total y de recoger las
proteinas que por su tamafio no pueden traspasar los capilares sanguineos, ejerce
una funcion defensiva basica, al promover la circulacién de los linfocitos. Sin
embargo, este sistema vascular también puede facilitar la extension de un tumor,
ya que por €l pueden viajar las células malignas hasta que encuentran un lugar

donde asentarse y continuar proliferando (Diez, 2003).

6.2.4 El Sistema Inmunologico y el VIH

La interaccion entre el VIH y el organismo es enormemente compleja y no
conducida perfectamente a nivel de los mecanismos inmunopatogéenicos de la
infeccién. El VIH ocasiona cuando menos un cuadro paraddjico ya que junto a la
destruccibn masiva y mantenida de linfocitos CD4 ocasiona fendémenos de
activacion linfocitaria (activacion de linfocitos B, de linfocitos CD8+, produccion
anormal de mediadores solubles, etc.) en todos los estadios evolutivos de la
infeccion (Abbas, 2002).
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El VIH infecta fundamentalmente las células T CD4 que son esenciales en la
respuesta inmunitaria y ademas presenta estrategias de escape que actian con
gran eficacia (variabilidad genética, latencia-reactivacion, existencia en santuarios-

reservorios, etc.).

In vivo el VIH tienen dos células diana principales: los linfocitos CD4 y los
macrofagos de los tejidos. Los CD4 de sangre periférica se encuentran infectados
en una proporcion pequefia, mientras que, en los ganglios linfaticos también existe
una proporcién de células infectadas, solo una parte minima, replica activamente
el genoma proviral que contiene. Esa pequefia proporcién de CD4 infectados daria
lugar a la produccion diaria de 10'° viriones que ocasionaria la destruccién de 10°
CD4 cada 36 horas por un efecto citopatico directo y la infeccion de un namero
similar de células, especialmente linfocitos destinados a restituir los linfocitos

destruidos.

Desde una vision meramente descriptiva frente al VIH se produce una respuesta
humoral y una respuesta celular, ambas con efectores especificos e inespecificos.
La infeccion VIH induce una respuesta intensa de Ac (inmunidad humoral
especifica) frente a las proteinas estructurales y reguladoras del virus. Algunos de
los Ac tienen caracter neutralizante y se piensa que podrian ejercer un efecto
protector frente a la evolucién progresiva de la enfermedad (Ac frente a gp4l y
gpl120), pero, en contraposicion, también se ha descrito Ac frente a la envoltura
del VIH que tendrian la misién de facilitar su fagocitosis por las células del sistema
monocito-macrofago lo que paradojicamente contribuye a la infeccion de los
macrofagos y a facilitar la infeccion de nuevas células por el VIH, por lo que se

dice que la respuesta inmune es adecuada pero llega un minuto tarde.
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e

6.3 HIDROXICLOROQUINA (HCQ)

6.3.1 Propiedades fisicoquimicas de la hidroxicloroquina. (Clarke,2004)

Cl N
3
s
HN OH
\(\/\N A~
CH
3 LCH3

Figura 5. Estructura de la HCQ

Clase terapéutica: Antimalarico

Nombre quimico: (7-cloro-4-[4-(N-etil-N-2-hidroxietilamino)-1-metilbutilamino]
quinolina

Nombre comercial: Plaquenil

Formula condensada: C1gH26CIN3O

Peso molecular: 335.9 g/mol

Solubilidad: Facilmente soluble en agua; practicamente insoluble en alcohol, cloroformo
y éter.

Constante de disociacion (pKa): 8.4 y 10.2 (ACD/ChemSketch).

Cl N Cl N
RN RN
H
H—/NY\/\NJ/\/OH H_/NY\AN oA HNY\AN PN
H H
§ L L
| | I [PH

0 8.4 10.2 14

(@] N
N

Coeficiente de particion (log P): 3.0
Apariencia fisica: Polvo cristalino blanco, inodoro o casi inodoro.
Punto de fusion: 89-91° C.
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6.3.2. Propiedades farmacoldgicas.

La HCQ es una 4-aminoquinolina que desde principios de los afios cincuentas se
utiliza en el tratamiento de las enfermedades reumaticas, especialmente en la
artritis reumatoide y el lupus eritematoso sistémico. Es la mas prescrita en los
Estados Unidos en el tratamiento del lupus eritematoso. Se utiliza también en el

tratamiento de erupciones cutaneas fotosensibles (Craig, 1997, Derendorf, 1995).

Este farmaco se deriva de la corteza del arbol peruano Cincona o Quina. Los
agentes activos, la cinconina y la quinina, fueron aislados por Pelletier y Caventau
en 1820. Posteriormente se desarrollaron la Cloroquina y la Hidroxicloroquina con
el interés de minimizar la toxicidad de los antimalaricos. En 1959 Hobbs y
asociados reconocieron que el tratamiento con estos farmacos durante un periodo
largo de tiempo inducia toxicidad retiniana, lo que condujo a una disminucién

importante de su uso (Martindale, 2003).

Actualmente se han realizado estudios sobre la toxicidad de la Hidroxicloroquina
en pacientes en donde se ha encontrado que los casos de toxicidad son poco

probables y se reportan casos aislados.

6.3.3. Mecanismo de accion.

La Hidroxicloroquina presenta actividad antimalarica, también es efector en el
tratamiento de lupus eritematoso (sistémico y discoide) y artritis reumatoide aguda
y crénica. EI mecanismo de accion no se conoce, pero parece estar ligado a la
elevacion del pH intracitoplasmatico (Grace, 1996) lo cual altera el ensamble de
las cadenas y de las moléculas de la clase Il del complejo mayor de
histocompatibilidad y de esta manera interfiere con el procesamiento antigénico y

por tanto, disminuye el estimulo autoinmune de la célula CD4+.
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Ademas inhibe la internalizacion y subsecuente degradacion del complejo IL-2/IL-
2R e inhibe la produccion de IL-2 por interferir con la transcripcion y liberacion
proteica. In vitro inhibe la produccidon de citosina por células mononucleares de

sangre periférica inducida por fitohemaglutinina y otros agentes (Martindale, 2003).

6.3.4. Farmacocinética.

6.3.4.1 Absorcion.
Después de su administracion oral, se absorbe rapidamente y casi
completamente a lo largo del tracto gastrointestinal, alcanzando niveles maximos

de 2 a 4.5 horas con una media de 3.2 horas.

6.3.4.2 Distribucion.
La HCQ tiene una gran afinidad por tejidos, especialmente aquellos que contienen
melanina, fijandose fuertemente a los mismos. Los enantiomeros de la HCQ y sus
metabolitos se fijan de diferente forma a las proteinas plasmaticas. La vida media

promedio de eliminacion es de 32 dias.

6.3.4.3 Metabolismo.
La HCQ es metabolizada en el higado en tres metabolitos principales:
desetilcloroquina, desetilhidroxicloroquina y didesetilcloroquina, cuyas estructuras

se presentan en la siguiente figura (Carmem, 2005):

Cl M
"l
o
HN R
\l,./\./“\m-f’ 1
CHy H|
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Comncios Dumiten

R1 Rz
Hidroxicloroquina (HCQ) -CH,CH3 -CH,CH,OH
Desetilhidroxicloroquina (DHCQ) -H -CH,CH,0OH
Desetilcloroquina (DCQ) -CH,CH3 -H
Bisdesetilcloroquina (BDCQ) -H -H

Figura 6. Estructura de los metabolitos de la HCQ

6.3.4.4 Eliminacion.
Después de la administracion de una dosis oral Unica, la HCQ se elimina por la
orina en un periodo de 10 dias y aproximadamente el 25% de HCQ se elimina en
forma inalterada (Clarke, 2004). Durante la administracion diaria, menos del 13%
es eliminado en orina en un periodo de 24 hrs., en un 8% en forma de farmaco
inalterado y aproximadamente un 5% en forma de sus tres metabolitos. La

depuracion de HCQ es de 96 mL/min.

6.3.5. Dosis y vias de administracion.
En un ataque agudo de malaria, la dosis recomendada es de 2 g de sulfato del
hidroxicloroquina durante 3 dias (1.2 g en el primer dia). En artritis reumatoide,

400 a 800 mg diariamente.

6.3.6 Toxicidad.
6.3.6.1 Signos y sintomas

La toxicidad retiniana de la cloroquina fue reportada inicialmente en 1957 por
Cambiaggi, en un paciente con lupus eritematoso sistémico. Aunque inicialmente
los hallazgos fundoscopicos fueron atribuidos al lupus eritematoso sistémico, los
hallazgos histopatoldgicos reportados afios mas tarde, comprobaron la toxicidad,;
sin embargo los casos de toxicidad por la ingestion de este farmaco son pocas en
comparacion con el nimero de personas que utilizan este medicamento durante

periodos muy prolongados.
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Como se mencioné anteriormente, la HCQ presenta mayor actividad y un riesgo
de toxicidad mucho menor por lo que puede ser utilizado por largos periodos de
tiempo, lo cual se demuestra en que actualmente la HCQ es uno de los farmacos
de excelencia en el tratamiento de la artritis reumatoide y el lupus eritematoso
(Martindale, 2003).

El signo mas temprano de toxicidad es la presencia asintomatica de pigmento
granular perifoleal asociado a pérdida del brillo foveal. Esto puede progresar a
alteraciones pigmentarias mas prominentes o a la configuracion de “ojo de buey”.
La periferia de la retina también puede presentar una granularidad pigmentaria no
especifica asociada a una pérdida del reflejo foveal. En casos avanzados de
toxicidad la apariencia de la retina puede parecer una degeneracion
tapetoretiniana avanzada con degeneracion pigmentaria difusa, palidez del nervio
Optico y atenuacion vascular, dando una apariencia similar a la observada en

pacientes con retinitis pigmentosa (Martindale, 2003).

6.3.6.2 Mecanismos de toxicidad

El mecanismo por el cual este farmaco produce toxicidad es desconocido. La
cloroquina y la HCQ se unen a la melanina y por lo tanto se concentran en la urea
y el epitelio pigmentario. Los factores que pueden influir en el desarrollo de la
toxicidad podrian incluir inhibicibn enzimatica e interferencia con funciones
metabdlicas de las células del epitelio pigmentario de la retina y/o fotorreceptores.

La retencion prolongada del farmaco en estos tejidos, probablemente es la
responsable de la progresidn de la retinopatia o a la aparicion de la retinopatia de
inicio tardio a pesar de haberse suspendido el consumo del farmaco. Pequefas
cantidades de estos farmacos pueden ser detectadas hasta cinco afios después

de ser suspendido el tratamiento (Martindale, 2003).
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7.1 Método Analitico para la cuantificacion de Hidroxicloroquina en sangre
total y tejido linfoide

7.1.1 Equipo y reactivos

Sustancia de referencia

Sulfato de Hidroxicloroquina USP; 100 mg de sulfato de HCQ equivalen a 77 mg
de HCQ base libre, donado por Sanofi - Aventis.

Reactivos
¢ Acetonitrilo HPLC Marca Mallinckrodt
¢ Metanol HPLC Marca Mallinckrodt

Fosfato de potasio monobasico RA Marca Productos Quimicos Monterrey

*

Acido fosférico RA Marca Fisher scientific
Cloroformo HPLC Marca Baker
Agua HPLC Milli-Q Waters system

* o o

Equipo

Centrifuga IEC Clinical
Agitador horizontal
Balanza analitica Mettler Toledo

Potenciémetro Corning

YV V V VY VY

Cromatografo de liquidos Waters consistente en:
Bomba Waters™ 616

Automuestreador Waters' 717

Detector Arreglo de diodos™ 996

Controlador Waters™ 600

Software Empower

YV V. V VYV V

» Columna Symmetry de 4.5 x 150 mm de longitud con tamafio de particula

interna 5 um. Marca Waters.
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7.1.2 Preparacién de Estandares y soluciones

Solucién amortiguadora de fosfato monobasico de potasio 0.01 M pH 3.0

Pesar con exactitud 1.367 g de fosfato monobasico de potasio, transferirlo
cuantitativamente a un vaso de precipitados de 1000 mL, agregar al vaso
aproximadamente 800 mL de agua desionizada, agitar vigorosamente para
solubilizar el fosfato, posteriormente ajustar el pH con la solucién de &cido
fosforico al 10% v/v, finalmente transferir la solucion a un matraz volumétrico de

1000 mL y llevar a la marca de aforo con agua.

Solucién amortiguadora de fosfato monobasico de potasio 0.1 M pH 2.5

Pesar con exactitud 13.67 g de fosfato monobasico de potasio, transferirlo
cuantitativamente a un vaso de precipitados de 1000 mL, agregar al vaso
aproximadamente 800 mL de agua desionizada, agitar vigorosamente para
solubilizar el fosfato, posteriormente ajustar el pH con la solucibn de acido
fosférico al 10% v/v, finalmente transferir la soluciébn a un matraz volumétrico de

1000 mL y llevar a la marca de aforo con agua.

Hidroxido de sodio 0.4 N

Pesar 4g de Hidroxido de sodio en un vaso de precipitados, disolver con agua
desionizada, transferir lo anterior a un matraz volumétrico de 250 mL y llevar al

volumen de aforo con agua desionizada.

Solucidon estandar de HCO [200 pg/mL]

Pesar con exactitud 0.020 g de HCQ previamente secado durante dos horas a
105° C, transferirlo a un matraz aforado de 100 mL disolverlo con agua

desionizada y aforar con el mismo disolvente.
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7.1.3 Preparacién de la curva de calibracién del sistema

Solucion stock de HCO [2.0 ug/mL]

Tomar con una micropipeta 1mL de la solucion de HCQ de 200 pg/mL y

transferirlo a un matraz volumétrico de 100 mL, disolverlo en buffer de fosfatos pH

2.5 (0.1 M) y llevar a la marca de aforo con el mismo buffer.

Sistema 1 [200 ng/ml]
De la solucion stock de HCQ, tomar con una pipeta volumétrica 1 mL, transferirlo a

un matraz volumétrico de 10 mL vy llevar a la marca de aforo con buffer de fosfatos
pH 2.5 (0.1M).

Sistema 2 [400 ng/mL]

De la solucion stock de HCQ, tomar con una pipeta volumétrica 2 mL, transferirlo a

un matraz volumétrico de 10 mL vy llevar a la marca de aforo con buffer de fosfatos
pH 2.5 (0.1M).

Sistema 3 [600 ng/mL]

De la solucion stock de HCQ, tomar con una pipeta volumétrica 3 mL, transferirlo a

un matraz volumétrico de 10 mL y llevar a la marca de aforo con buffer de fosfatos
pH 2.5 (0.1M).

Sistema 4 [800 ng/mL]
De la solucion stock de HCQ, tomar con una pipeta volumétrica 4 mL, transferirlo

a un matraz volumétrico de 10 mL vy llevar a la marca de aforo con buffer de
fosfatos pH 2.5 (0.1M).

Sistema 5 [1000 ng/mL]
De la solucion stock de HCQ, tomar con una pipeta volumétrica 5 mL, transferirlo

a un matraz volumétrico de 10 mL vy llevar a la marca de aforo con buffer de
fosfatos pH 2.5 (0.1M).
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7.1.4 Preparacién de la curva de calibracién del método

Solucién stock de HCO [2.4 ug/mL]

Con una micropipeta, tomar 1.2 mL de la solucion de HCQ de 200 pg/mL y
transferirlo a un matraz volumétrico de 100 mL, disolverlo en buffer de fosfatos pH

2.5 (0.1 M) y llevar a la marca de aforo con el mismo buffer.

Preparacion de la curva de calibracién en sanqgre

Concentracién 1 [200 ng/mL]

Tomar con una micropipeta 0.25 mL de la solucién stock de HCQ, depositar en un
tubo de vidrio de 10 mL y adicionar 2.75 mL de sangre, tapar el tubo y agitar para

homogeneizar la solucion.

Concentraciéon 2 [400 ng/mL]

Tomar con una micropipeta 0.50 mL de la solucién stock de HCQ, depositar en un
tubo de vidrio de 10 mL y adicionar 2.50 mL de sangre, tapar el tubo y agitar para

homogeneizar la solucién.

Concentracién 3 [600 ng/mL]

Tomar con una micropipeta 0.75 mL de la solucién stock de HCQ, depositar en un
tubo de vidrio de 10 mL y adicionar 2.25 mL de sangre, tapar el tubo y agitar para

homogeneizar la solucion.

Concentracién 4 [800 ng/mL]

Tomar con una micropipeta 1.0 mL de la solucién stock de HCQ, depositar en un
tubo de vidrio de 10 mL y adicionar 2.0 mL de sangre, tapar el tubo y agitar para

homogeneizar la solucion.

Concentracion 5 [1000 ng/mL]J:

Tomar con una micropipeta 1.25 mL de la soluciéon stock de HCQ, depositar en un
tubo de vidrio de 10 mL y adicionar 1.75 mL de sangre, tapar el tubo y agitar para

homogeneizar la solucion.
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7.1.5 Preparaciéon de la muestra

7.1.5.1 Método de extraccion de hidroxicloroquina en sangre
El método de extraccion empleado para la cuantificacion de las muestras

sanguineas fue el siguiente:

[ 1 mL de sangre. ]

JL

[ Agregar 2 mL de hidréxido de sodio (NaOH 0.4 N) ]

J L

Agitar en voértex durante dos minutos.

J L

Adicionar 2 mL de cloroformo gota a gota y agitar durante 1 minuto,
posteriormente adicionar 6 mL de cloroformo y agitar en agitador horizontal

durante 30 min.
4L

[ Centrifugar 13 minutos a 3000 rpm. ]

]
= =

[ Separar la fase acuosa y decantar la fase organica a otro tubo ]

J L

[ Adicionar 1.0 mL de buffer de fosfatos (0.1 M pH 2.5) ]

J L

[ Agitar 2 minutos en vértex y centrifugar a 3000 rpm por 13 minutos. ]

J L

[ Tomar con pipeta pasteur la fase acuosa y pasar a microvial, depositar en la camisa y sellar ]

gt

[ Depositar en el automuestreador e inyectar 50 puL de cada muestra. ]

El proceso tiene como paso critico la decantacion de la fase organica al retirar la
fase acuosa, ya que en el tubo permanecen proteinas inherentes a la sangre que

deben ser retiradas para evitar su interferencia con la extraccion.
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7.1.5.2 Método de extraccion de hidroxicloroquina en tejido linfoide

Para el procesamiento de muestras de tejido linfoide se requiere homogeneizar la
muestra con buffer de fosfatos pH 2.5 y se lleva acabo el tratamiento que se le da
a las muestras sanguineas, también se decanta la fase organica para evitar la

interferencia de las proteinas.

El método de extraccion empleado para muestras de tejido linfoide fue el

siguiente:

[ Adicionar al tejido linfoide 1.0 mL de Buffer de fosfatos (0.1 M pH 2.5) y homogeneizar ]

JL

[ Agregar 2 mL de hidréxido de sodio (NaOH 0.4 M) ]

-

[ Agitar en vOrtex durante dos minutos. ]

JLl

[ Adicionar 8 mL de cloroformo lentamente y agitar en agitador horizontal }

durante 30 minutos
4L

[ Centrifugar 13 minutos a 3000 rpm. ]

J L

[ Separar la fase acuosa y decantar la fase organica a otro tubo ]

g

[ Adicionar 1.0 mL de buffer de fosfatos (0.1 M pH 2.5) ]

J L

[ Agitar 2 minutos en vortex y centrifugar a 3000 rpm por 13 minutos. ]

J L

[ Tomar con pipeta pasteur la fase acuosa y pasar a microvial, depositar en la camisa y sellar ]

Il

[ Depositar en el automuestreador e inyectar 50 UL de cada muestra. ]
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7.1.5.3 Condiciones cromatograficas

Columna: C13 Symmetry 4.9 x 150 mm

Fase movil: Buffer de fosfatos pH 3.0 [0.01M ] : Acetonitrilo  86:14
Velocidad de flujo: 0.5 mL/min

Volumen de inyeccion: 50 pL

Longitud de onda: 342.8 nm

30
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7.1.6 Validacion del método analitico para la cuantificacién de HCQ en

muestras sang uineas

7.1.6.1 Linealidad del sistema
A partir de una soluciéon stock de 2.0 mcg/mL. se prepararon tres curvas patron
independientes de HCQ a las siguientes concentraciones 200, 400, 600, 800 y
1000 ng/mL,

7.1.6.2 Linealidad del método
Se prepararon tres curvas de calibracion independientes, de HCQ en sangre, a las
concentraciones de 200, 400, 600, 800 y 1000 ng/mL.

7.1.6.3 Precision y Exactitud
Se prepararon soluciones de HCQ a 3 diferentes niveles de concentracién por
sextuplicado, las cuales fueron de 200,400 y 800 ng/mL.

7.1.6.4 Limite de cuantificacion y deteccion (Garcia, A., 2002).
A partir de la curva de calibracién del método, se miden las respuestas analiticas.
Se calcula el valor de la pendiente (b;), el coeficiente de determinacion (%), la
desviacion estandar del intercepto (Spo) Y el intervalo de confianza para la

pendiente (IC(b1)). El limite de cuantificacion se calcula con la siguiente ecuacion.

10X S,
bl

y el limite de deteccién con la ecuacion:

LC =

3.3xS,,
S

LD
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7.2 Estudio de biodistribucidon de hidroxicloroquina en conejo

El estudio se llevo a cabo en 18 conejos Nueva Zelanda, con un peso
aproximado de 2.4 Kg y un rango de edad de 2 a 3 meses. A cada uno de ellos
se les administr6 una dosis de de 15 mg/Kg de hidroxicloroquina por via
subcutdnea. Se tomaron muestras de sangre y de los siguientes tejidos: popliteo,

submandibular, preescapular, bazo, femoral y placas de Peyer.

Los tiempos de muestreo fueron los siguientes: 10, 20, 30, 60, 120, 180, 360, 480
y 840 minutos.

Las muestras se mantuvieron en refrigeracion, hasta su analisis utilizando el

método por CLAR previamente descrito.

Analisis estadistico de los datos

Para evaluar el comportamiento farmacocinético de la HCQ en los diferentes

tejidos, se utilizé el programa Win Non Lin version 4.01
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8 Resultados y discusién
8.1 Método analitico para la cuantificacion de hidroxicloroquina en sangre
total.

Los resultados obtenidos de la validacién del método analitico para demostrar su

confiabilidad fueron los siguientes:

8.1.1. Especificidad.

En la figura 7 se muestra el espectro de absorcién de la Hidroxicloroquina en
solucién amortiguadora de fosfatos pH 2.5. En ella se observa que presenta tres
maximos. Para realizar el analisis, se eligio la longitud de onda de 342.8 nm ya
que a esta longitud de onda existen menos interferencias de los componentes

enddgenos (ver anexo).

BARRIDO ESPECTROFOTOMETRICO DE HIDROXICLOROGQUINA EN BUFFER pH 2.5
295

0.080+

0.050+

0.040 3428
256.0 A7
0.030

0.020

0.0104 _/

T T T T T T T
220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00

Al

7
g

Figura 7. Espectro de absorcién de HCQ en solucion amortiguadora de
fosfatos 0.1 M pH 2.5

En la figura 8 se presentan los resultados obtenidos al inyectar un blanco de
sangre empleando el procedimiento de extraccion, asi como el de un blanco de

sangre adicionado de hidroxicloroquina a una concentracion de 1000 ng/mL.
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Se puede observar que al tiempo de retencién de la Hidroxicloroquina no existe
ninguna otra respuesta, lo que demuestra la especificidad del método analitico.

ESPECIFICIDAD DEL METODO
0.060

0.0504

HCG 3.27

00404

0.0304

0.0204

0.0104

0.o00

-0.010 T T T T T T T T

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 2.00
hfrtes

Sample Mame: HZO S BLANCO BASE14F0.5; Date Acquired: 1004652006 5:31:26 P

Sample Mame: HZO S 1000MG BASE14F0.5, Date Acquired: 10M 652006 3:09:20 Pk

Figura 8. Especificidad del método analitico para la cuantificaciéon de HCQ

8.1. 2. Linealidad del sistema.
En la tabla 1 se presentan los valores de respuestas al inyectar HCQ en el rango

de concentracion de 200 a 1000 ng/mL, mientras que en la figura 9 se presenta la
grafica correspondiente

TABLA 1. Linealidad del sistema para la cuantificacion de hidroxicloroquina

CONCENTRACION RESPUESTA ANALITICA
ng/ML Area

55693 55351 55959
108500 107274 107922

170823 169722 167831
226628 227637 225110
280731 277156 280540
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En la tabla 2 se presenta la ecuacién del analisis de regresion y los parametros
estadisticos obtenidos:

TABLA 2. Parametros de la linealidad del sistema para la cuantificacion de HCQ

PARAMETROS ESTADISTICOS
DE LA REGRESION.

Coeficiente de correlacion (r)

Coeficiente de determinacion(r?)

Coeficiente de variacion (C.V.)

Respuesta analitica = 283.9concentracion — 2060.9

CURVA DE CALIBRACION DE HIDROXICLOROQUINA EN
BUFFER DE FOSFATOS pH 2.5 0.1M
300000
250000 -
200000 -
18]
® 150000 -
<
100000 -
50000
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 1200
CONCENTRACION DE HCQ [ng/mL]

FIGURA 9. Linealidad del sistema para la cuantificacion de HCQ
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Dado que los criterios de aceptacion establecidos para métodos cromatograficos
indican que el C.V. debe ser menor al 2% y se aprecia que el valor obtenido
(1.86) es menor al establecido se concluye que el método es lineal en el rango

establecido.
8.1.3. Linealidad del Método.
En la tabla 3 se presentan los resultados obtenidos de la concentracion

adicionada en el rango de 200 — 1000 ng/mL, asi como la concentraciéon

recuperada correspondiente.

TABLA 3. Linealidad del método para la cuantificacion de hidroxicloroquina en

sangre total

Concentracion recuperada
Concentracion [ng/mL]

adicionada [ng/mL] Curva 2 Curva 3 | Promedio

218,62 228,54 219,89
407,38 398,69 399,43
536,04 560,35 543,40
821,78 857,36 835,23
1004,68 1007,95 1001,96

La ecuacion obtenida a partir de la regresion lineal de la concentracion adicionada

en funcion de la concentracion recuperada es la siguiente:

Concentracion recuperada =Concentracion adicionada — 000.2
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CURVA DE CALIBRACION DE HIDROXICLOROQUINA
EN SANGRE
200

6 E” 1000 |
O .
< < 800
E S 600/
o w
2% 400
8o
O I 200

0

0 200 400 600 800 000 200
CONCENTRACION ADICIONADA [ng/mL]

FIGRURA 10. Linealidad del método para la cuantificacion de HCQ

Los parametros estadisticos obtenidos a partir de un andlisis de regresion se

muestran en la tabla 4.

TABLA 4. Parametros de la linealidad del método

PARAMETROS ESTADISTICOS
DE LA REGRESION.

Coeficiente de correlacion (r) 0.9934

Coeficiente de determinacion(r?) 0.987

Coeficiente de variaciéon (CV.) 6.98

Pendiente 1.004

Intercepto -3.48

Intervalo de confianza pendiente 0.931 -1.069

Intervalo de confianza intercepto -46.006 — 46.006
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8.1.4. Precision y exactitud del método

En la tabla 5 se presentan los resultados de precision y la exactitud del método
analitico. En ella se puede observar que el coeficiente de variacion no excede el

15% en ninguna de las concentraciones.

Tabla 5. Exactitud y precision del método para cuantificar HCQ en sangre

Concentracion Adicionada

[ng/mL]

Replica 400

1 202.680 371.365 792.255
231.495 454574 821.777
215.684 425.006 776.094
214.203 407.376 826.551
247.435 392.222 857.360
233.404 398.685 785.434

Desviacion estandar 16.207 28.762 30.736
Promedio 224.150 408.205 809.912
CV (%) 7.230 7.046 3.795
Desviacion absoluta 12.08 2.05 1.24

Elvia Adriana Morales Hipdlito 38



oSS &8 RESULTADOS Y ANALISIS

8.1.5 Limite de cuantificacion

De la curva de calibracion del método (figura 10), se determinaron los siguientes
parametros estadisticos y se aplico la ecuacién de la pagina 31 para determinar el

limite de cuantificacion y deteccion, obteniéndose lo siguiente:
r’= 0.987

m= 1.004

b= -3.48

Spo= 12.873

LC = (10 x 12.87)/1.004 =128.73 ng/mL

LD = (3.3 x 12.87)/1.004 = 42.48 ng/mL

8.1.6. Selectividad del método para la cuantificacion en tejidos.

Debido a que en el estudio se precisaba cuantificar HCQ en sangre y tejido
linfoide, se realizaron pruebas para determinar si algin componente inherente al

tejido provoca alguna modificacién en su respuesta.

Elvia Adriana Morales Hipdlito 39



postiALS B8 ESTUDIO DE BIODISTRIBUCION DE HIDROXICLOROQUINA EN SANGRE Y TEJIDO LINFOIDE

[ —

En la figura 11 se presentan los cromatogramas resultantes de un blanco de tejido
linfoide, asi como de un blanco adicionado de hidroxicloroquina, los cuales fueron

procesados de acuerdo al método descrito en la seccion 7.1.5.2. Como se puede
observar, no se detecta ningun pico que interfiera con el tiempo de retencion del
analito, lo cual indica que el método puede aplicarse para cuantificar el farmaco en

sangre asi como en los diferentes tejidos.

ESPECIFICIDAD DE HIDROXICLOROQUIHA EH TENDO LINFOIDE

.00

0.00:E o

HCQ

0,006

0,004

0.00z

F 0.000
-0.002
-0.004
-0.006

-0.00% o

.01 T T T T T T T T

1.00 2.00 .00 .00 5.00 6.00 ¥.00 £.00
hinutes

Sampleame HCG T BLAMNCO BASE14F0.5; Vial 7; Injection 3

Sampletame HCG T 2040 & BASE] 4F0.5; Vial B; Injection 3

Figura 11. Cromatograma de tejido blanco y tejido con HCQ.

8.2 ESTUDIO DE BIODISTRIBUCION DE HIDROXICLOROQUINA
EN TEJIDO LINFOIDE.

8.2.1 Farmacocinética de hidroxicloroquina en sangre

En la tabla 7 se presentan los resultados promedio de Concentracion sanguinea
de hidroxicloroquina a los diferentes tiempos de muestreo, después de la
administracion de una dosis de 15 mg/kg por via intramuscular a conejos,

mientras que la grafica correspondiente se presenta en la figura 12.
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Tabla 6. Concentracion de hidroxicloroquina a los diferentes tiempos de muestreo.

Concentraciéon de HCQ
[ug/mL]

1,637(+0.0678)
2,348 (+0.2408)
4,767 (+0.583)
3,188 (+0.1492)
1,574 (+0.1357)
1,160 (+0.1285)
0,752 (+0.0286)
0,922 (+0.2258)
0,633 (+0.0888)

tejido Sangre

Concentracion [ ug/mL]

100 200 200 400 500 600 700 800
Tiempo [min]

Figura 12. Representacion grafica de la Concentracion de HCQ en sangre en
funcién del tiempo.
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Los parametros farmacocinéticos obtenidos al utilizar programa Win Nonlin, y un

modelo no compartimental, se muestran en la tabla 8:

sangre

Tabla 7. Parametros Farmacocinéticos de HCQ

Al comparar los resultados obtenidos con los reportados en un estudio previo en
plasma, se encontré6 que los niveles de hidroxicloroquina en sangre son mucho
mayores a los de plasma (Sharyon, 1988), lo cual indica que la Hidroxicloroquina

tiene una alta afinidad por el paquete globular.

8.2.2 Biodistribucién de HCQ en Tejidos Linfoides.

En la tabla 9 se presentan los resultados de cantidad de HCQ (en pg /gramo de
tejido) en los diferentes tejidos linfoides, mientras que el perfil de biodistribucion
se presenta en la figura 13.
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Tabla 8. Cantidad de HCQ [ug/g] en funcién del tiempo después de la
administracion de una dosis de 15 mg/K a conejos.

PLACAS
POPLITEO | SUBMAND | FEMORAL [PREESCAPULAR| BAZO PEYER

pHg HCQ / g tejido

36.977
113.917 361.255
21.224 10.970

16.599 10.787
11.023 17.054
4.706 11.444
4.222 9.927
3.184 8.626
7.870 5.888

PERFIL DE BIODISTRIBUCION DE HIDROXICLOROQUINA EN LOS

DIFERENTES TEJIDOS LINFATICOS
400

350 1 I

300

—&— POPLITEO
250 —li— SUBMANDIBULAR
—&— FEMORAL
—>X— PREESCAPULAR
150 A —¥—BAZO

—&— PLACAS PEYER
100

CANTIDAD DE HCQ POR GRAMO DE
TEJIDO
N
=}
S

50 - _x
——
0 : —m—f
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
TIEMPO (MIN)

Figura 13. Grafico del perfil de biodistribucion de HCQ en los diferentes

tejidos linfaticos.
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De los datos de la tabla 9, y la figura 13, se puede observar, que la distribucion de
la HCQ es muy rapida. En cinco de los seis tejidos estudiados, la concentracion
maxima se alcanza a los 20 minutos, mientras que en el bazo se alcanza a los 30
minutos. Los niveles de concentracion mas altos, se encontraron en tejido

preescapular y en las placas de peyer.

En la figura 13 se observa que aun cuando el tejido en el que alcanza mas
rapidamente la concentracion sanguinea maxima es el popliteo, las
concentraciones en tejidos, como el submandibular, el femoral, el preescapular y
las placas de Peyer, son mayores, lo cual indica que existe una mayor afinidad

hacia estos ultimos.

En la figura 14 se observa el perfil de biodistribucion de la HCQ en el bazo. En ella
se puede observar que a diferencia de los otros Organos, se presenta una
tendencia a mantener los niveles de concentracion por un periodo mas
prolongado de tiempo. Dicho efecto puede deberse a que el bazo funciona como
un organo de almacenamiento de sangre (Ross, 2005), lo que hace que exista un

equilibrio y por lo tanto se mantengan los niveles del farmaco

PERFIL DE BIODISTRIBUCION DE
HIDROXICLOROQUINA EN EL BAZO

70
60
50
40
30
20
10

MCG HCQ POR
GRAMO DE TEJIDO

0 200 400 600 800 1000
TIEMPO (MIN)

Figura 14. Grafico del perfil de biodistribucion de HCQ en el Bazo.
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De los datos de la tabla 10, y en la figura 15 se observa que el orden decreciente
en la concentracibn maxima es: Preescapular, Placas de Peyer, sangre, bazo,
femoral, submandibular y popliteo. (El valor del tiempo del tejido submandibular
debe multiplicarse por 10, para tener el valor real, debido a que su tiempo es muy

largo y por lo tanto ya no se observarian los valores mas pequefios por la escala)

COMPARACION DE LA CONCENTRACION MAXIMA SANGUINEA Y
SU TIEMPO MAXIMO EN CADA UNO DE LOS DIFERENTES TEJIDOS

submandibulariﬁ g

sangre

B Cmax (ug/mL)

popliteo| B Tmax (min)

placas
femoral

preescapular

bazo

0 20 40 60 80 100 120 140

Figura 15. Gréfico de la C nax. Y del T nax. de HCQ en los diferentes tejidos.

Al analizar los datos de tiempo de vida media, se encontré que el mayor valor de
vida media fue en el bazo, lo cual puede deberse a su funcion como reservorio

de sangre.

En tejidos submandibular, preescapular y femoral, la vida media fue mas corta,
mientras que en placas de Peyer y popliteo fue semejante que en sangre (Figura
16).
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COMPARACION DEL TIEMPO DE VIDA MEDIA DE ELIMINACION EN

submandibular

sangre
popliteo
placas
femoral
preescapular

bazo

“n.llll

LOS DIFERENTES TEJIDOS

O HL_Lambda_z (min)

0 560 I)bO ]5b0 2600 2560
TIEMPO (min)

Figura 16. Gréfico del tiempo de vida media de eliminacion de HCQ en los

diferentes tejidos.

Un parametro farmacocinético mas, que puede ser comparable en funcion de cada

tejido, es el Tiempo medio de residencia (TRM), en el grafico nimero 17 se

observa que, en

orden decreciente en el TRM

submandibular, popliteo, sangre, placas de peyer, femoral y brazo.

COMPARACION DEL TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA EN
CADA UNO DE LOS DIFERENTES TEJIDOS ESTUDIADOS

submandibular
sangre
popliteo
placas
femoral
preescapular

bazo

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
MRT (MIN)

es el siguiente: Bazo,

Figura 17. Gréafico del tiempo medio de residencia de HCQ en los diferentes

tejidos.

Elvia Adriana Morales Hipdlito

46



poSAD £ RESULTADOS Y ANALISIS

Tabla 9. Parametros farmacocinéticos de HCQ en los 6 diferentes tejidos linfoides y sangre

Coeficiente | Lambda_ | HL_Lambda AUClast AUCINF obs Cl_F_obs | MRTlast | MRTINF
de Z (1/min) Z (min) (min*ug/mL) | (min*ug/mL) (mL/min) (min) _obs

correlacion (min)

(r)
bazo 2490.109 2185.665 12812.184| 8411.839 2.342| 423.174]|3748.511
preescapular 60.373 1234.065 1250.614| 2089.361 23.988| 133.999| 144.494
femoral 129.955 140.310 195.431| 28780.333 153.507| 187.523] 322.895
placas 418.759 453.175 572.795| 31641.787 52.375] 275.361| 519.444
popliteo 542.805 316.630 513.972| 45708.842 58.369| 339.173| 832.143
sangre 637.724 960.310 1542.697| 17891.566 19.447| 303.050| 853.082
submandibular 154.883 972.850 1026.254| 6531.986 29.233| 387.004| 422.205

Lambda z): Constante de eliminacion HL_ Lambda: tiempo de vida media
Cmax: Concentracion maxima Tmax: Tiempo en el cual se alcanza la maxima concentracion
AUC: Area Bajo la Curva MRT: Tiempo medio de residencia
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8.2.3. Comparacion de niveles de Hidroxicloroquina en sangre y

tejido linfoide

En la tabla 11 se muestran los resultados de la comparacién de los niveles de

HCQ encontrados en sangre y en tejido linfoide, a los diferentes tiempos de

muestreo. En ella se puede observar que la HCQ tiene mayor afinidad por el

tejido linfoide que por la sangre periférica, en especifico por las placas de peyer en

la cual llega a concentraciones muy elevadas ya que la relacion existente es mas

del 160 %, el tejido siguiente en el cual existe mayor afinidad es el bazo, el tercer

tejido es el preescapular, el cual presenta una relacion mayor del 50 % y por

ultimo el submandibular, el femoral y el popliteo.

Tabla 10. Relacion de los niveles encontrados de HCQ en los diferentes tejidos en

Relacidén sangre-tejido

POPLITEO
mcg HCQ/g
tejido

SUBMAND
mcg HCQ/g
tejido

FEMORAL
mcg HCQ/g
tejido

PREESCAPULAR
HCO/g tejido

BAZO
mcg HCQ/g
tejido

PLACAS
PEYER
mcg HCQ/g
tejido

Sangre
mcg HCQ/g

L S e e e N
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Grace y Colaboradores (1996) llevaron a cabo un estudio in vitro utilizando
celulas t y celulas monociticas, en el cual se demostré que la hidroxicloroquina
presenta actividad antiretroviral en células infectadas cronicamente. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que “in vivo” el farmaco
tiene una alta afinidad por el tejido linfoide, el cual es sitio blanco de las
infecciones. El farmaco llega rapidamente a las placas de Peyer lo cual es
importante ya que la absorcion de los antigenos proteinicos, en particular de
proteinas bacterianas y virales se lleva a cabo en dichas placas. Asi mismo su
vida media en bazo es larga. Dado que en este 6rgano existen células T y B que
llevan a cabo funciones inmunitarias, asi como macrofagos que destruyen los
microbios patdgenos provenientes de la sangre por fagocitosis, la mayor
residencia del farmaco en bazo permitiria una mayor proteccion contra el virus. La
informacion obtenida en el presente trabajo indica que la HCQ podria presentar

una alternativa para el tratamiento del VIH en combinacién con otros farmacos.

Elvia Adriana Morales Hipdlito 49



CONCLUSIONES



oSS &8 CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

El método analitico para la cuantificacion de HCQ en sangre fue lineal, preciso

y exacto en el rango de concentracion de 200 a 1000 ng/mL

Al administrar la Hidroxicloroquina por via subcutdnea en conejos, el farmaco
se absorbe y distribuye rapidamente alcanzando la concentracibn maxima en

sangre a los 30 minutos.

El farmaco se elimina lentamente con una vida media de 24 horas.

La Hidroxicloroquina se distribuye ampliamente en el tejido linfoide, como:
Submandibular [57.5 ug/g], preescapular [113.9 ug/g], bazo [61.7 ug/g], placas

de Peyer [361.2 pg/g], femoral [43.27 ug/g] y popliteo [29.1 ug/q].

La Hidroxicloroquina presenta una mayor afinidad por el tejido linfoide como
es: submandibular, preescapular, bazo, placas de Peyer, femoral y popliteo,

que por sangre.

Su amplia biodistribucién aunado a su actividad inmunosupresora, lo hace un

buen candidato para el tratamiento de VIH en combinacion con otros farmacos.
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Cromatogramas de sangre blanco, Hidroxicloroquina en sangre e

Hidroxicloroquina estandar.
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Cromatogramas de Hidroxicloroquina en los diferentes tejidos.
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Cromatogramas de Hidroxicloroquina en los diferentes tejidos.
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Cromatogramas de Hidroxicloroquina en los diferentes tejidos.
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Datos experimentales de hidroxicloroquina en tejido linfoide.

Conc_rec mcg
tiempo prom Cant_rec peso prom HCQ/g
(min) tejido Area (mcg/mL) prom (mcg) (9) tejido
10 Popliteo 270831.0 0.934 0.934 0.032 29.178
20 Popliteo 211685.3 0.730 0.730 0.033 21.915
30 Popliteo 65144.0 0.225 0.225 0.022 10.397
60 Popliteo 87704.5 0.428 0.428 0.051 8.324
120 Popliteo 106298.5 0.628 0.628 0.049 12.705
180 Popliteo 89898.0 0.581 0.581 0.057 10.184
360 Popliteo 35000.5 0.279 0.279 0.056 5.028
480 Popliteo 58990.8 0.308 0.308 0.045 6.874
840 Popliteo 26451.5 0.252 0.252 0.027 9.217
10 | submandibular 163589.7 0.564 0.564 0.037 15.242
20 | submandibular 476192.7 1.642 1.642 0.029 57.501
30 | submandibular 63748.0 0.348 0.348 0.043 8.142
60 | submandibular 177781.5 0.706 0.706 0.043 16.409
120 | submandibular 211469.5 0.977 0.977 0.057 17.184
180 | submandibular 145996.5 0.771 0.771 0.052 14.891
360 | submandibular 146613.0 0.765 0.765 0.054 14.238
480 | submandibular 81620.5 0.426 0.426 0.056 7.601
840 | submandibular 45874.5 0.239 0.239 0.051 4.695
10 femoral 93061.0 0.321 0.321 0.039 8.312
20 femoral 482854.7 1.665 1.665 0.039 43.237
30 femoral 62894.0 0.217 0.217 0.035 6.177
60 femoral 37214.0 0.220 0.220 0.020 11.042
120 femoral 78927.8 0.466 0.466 0.048 9.780
180 femoral 54347.0 0.307 0.307 0.035 8.854
360 femoral 18590.0 0.154 0.154 0.051 3.053
480 femoral 39885.0 0.294 0.294 0.046 6.464
840 femoral
10 brazo
20 brazo 1242441.7 4.283 4.283 0.038 113.917
30 brazo 209319.3 0.722 0.722 0.034 21.224
60 brazo 211801.5 0.940 0.940 0.044 21.507
120 brazo 74301.5 0.439 0.439 0.040 11.023
180 brazo 31962.0 0.189 0.189 0.040 4.706
360 brazo 35537.5 0.185 0.185 0.044 4,222
480 brazo 39199.0 0.204 0.204 0.064 3.184
840 brazo 36370.5 0.190 0.190 0.024 7.870
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Datos experimentales de hidroxicloroquina en tejido linfoide.

Conc_rec mcg
tiempo prom Cant_rec peso prom HCQ/g
(min) tejido Area (mcg/mL) prom (mcg) (9) tejido
10 bazo 304297.0 1.049 1.049 0.034 30.674
20 bazo 793423.3 2.735 2.735 0.047 58.198
30 bazo 591019.0 2.038 2.038 0.033 61.743
60 bazo 262058.5 1.547 1.547 0.040 39.173
120 bazo 440954.0 2.604 2.604 0.051 50.853
180 bazo 125656.0 0.742 0.742 0.064 11.557
360 bazo 376424.0 1.789 1.789 0.045 39.402
480 bazo 469633.3 2.449 2.449 0.063 38.936
840 bazo 636627.0 2.958 2.958 0.064 46.002
10 placas 265997.0 0.917 0.917 0.025 36.977
20 placas 2865960.4 9.880 9.880 0.027 361.255
30 placas 138715.7 0.386 0.386 0.035 10.970
60 placas 83856.5 0.495 0.495 0.046 10.787
120 placas 132717.0 0.784 0.784 0.046 17.054
180 placas 115643.0 0.510 0.510 0.045 11.444
360 placas 92075.0 0.427 0.427 0.043 9.927
480 placas 102188.0 0.447 0.447 0.052 8.626
840 placas 35578.0 0.198 0.198 0.034 5.888
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