UN M 4 #» UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE

POSGRADOR ,;: MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
QUIMICAS

“DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR CLAR PARA LA
CUANTIFICACION DEL GRADO DE UNION A PROTEINAS PLASMATICAS DE
LA CASIOPEINA IIGLY, UN NUEVO ANTICANCERIGENO”

TESIS
PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA

BIOL. EXP. MIRNA OLIVIA GARCIA ROJAS

\%
C . h e ncias TUTOR: DRA. INES FUENTES NORIEGA.
Quimicas ANO: 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

Presidente: Dr. Héctor Salvador Sumano Lopez
Vocal: Dr. Gilberto Castafieda Hernandez
Secretario: Dra. Adela Rodriguez Romero
Primer Suplente: Dra. Ma. Isabel Aguilar Laurents
Segundo Suplente: Dr. Enrique Garcia Herndndez

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:
LABORATORIO 112y 113, CONJUNTO E, DEPARTAMENTO DE FARMACIA
FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.

FACULTAD DE QUIMICA
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

EL TRABAJO SE PRESENTO EN:

La 4% Jornada de Trabajo en Casiopeinas, 4, 5 Diciembre 2000

En el XXXIV Congreso Nacional de Ciencias Farmacéuticas, 21-25 Octubre 2001

En el ler Congreso de Casiopeinas. 5* Jornada de Trabajo en Casiopeinas, 1-3 Diciembre 2002
IT Congreso Nacional de Quimica Médica, 4-8 Septiembre 2006

SUSTENTANTE: BIOL. EXP. MIRNA OLIVIA GARCIA ROJAS

ASESOR DEL TEMA: DRA. INES FUENTES NORIEGA



AGRADECIMIENTOS

Agradezco el apoyo otorgado a través de los proyectos:
Facultad de Quimica
CONACYT G35012N
PAPIIT IN212100, IN223598
PADEP 205325
CONACYT SECTORIAL SALUD 2002-CO1-7677

A la Dra. Inés Fuentes.
Como todos sus alumnos le agradezco el que haya compartido sus conocimientos, su paciencia, etc pero
principalmente le agradezco el no haberme abandonado y alentarme a cerrar este ciclo en uno de los

momentos més dificiles de mi vida.

A la Dra. Lena Ruiz y su equipo de colaboradores, gracias por su confianza y apoyo.

A mi jurado

Por el tiempo que me dedicé y por todos sus consejos, los cuales han sido de gran ayuda e interés.

A todas aquellas personas que se me haya pasado mencionar y que de alguna manera contribuyé a la

realizacién de este proyecto.



A mis padres

Por ser los pilares fundamentales en mi vida; Por haberme ensefiado valores morales y espirituales
como: la honestidad, la bondad, el respeto, la humildad, la amistad y la solidaridad; Por ensefiarme a ser
perseverante, tenaz y optimista, a cultivar el buen humor y a disfrutar los pequefios y grandes

momentos.

Finalmente quiero agradecerles, sus besos, sus caricias, su proteccién, su comprension, su apoyo y
paciencia, los sacrificios que han hecho por mi y mis hermanos e incluso por haber sido duros conmigo en
el momento adecuado.

Por llenar mi vida de felicidad, “mil gracias”



DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR CLAR PARA LA
CUANTIFICACION DEL GRADO DE UNION A PROTEINAS PLASMATICAS DE
LA CASIOPEINA IIGLY, UN NUEVO ANTICANCERIGENO.

INDICE GENERAL

RESUMEN

ABSTRACT
CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION.
CAPITULO I

2.1 CANCER
2.1.1 ANTECEDENTES DEL CANCER.

2.2. TERAPIAS CONTRA EL CANCER
2.2.1 ANTECEDENTES DE LA QUIMIOTERAPIA
2.2.2. MECANISMO DE ACCION DE LOS FARMACOS ANTINEOPLASICOS.
2.2.3 DESVENTAIJAS DE LA QUIMIOTERAPIA
2.2.4 CIS-DIAMINO-DICLORO-PLATINO (II). (CISPLATINO).
POSTULADOS DE ROSENBERG:

2.3. CASIOPEINAS.
2.3.1 DISENO DE COMPLEJOS DE COORDINACION DE COBRE CASIOPEINAS Y MECANISMOS DE
ACCION.
2.3.2 CASIOPEINA Iigly
2.3.2.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.
2.3.2.2 TOXICIDAD Y FARMACOCINETICA DE LA CASIOPEINA IIGLY

2.4. UNION A PROTEINAS
2.4.1. PROTEINAS PLASMATICAS
2.4.2. METODOS PARA LA DETERMINACION DEL GRADO DE UNION A PROTEINAS
2.4.3. ULTRAFILTRACION

2.5 CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS DEL ALTA RESOLUCION
2.5.1 PRINCIPIO DE LA CLAR
2.5.2 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO POR CLAR
2.5.3 OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO
La resolucion
El factor de capacidad (K’)
El nimero de platos teéricos (N).
Factor de selectividad (o).

2.6 VALIDACION DEL METODO ANALITICO.
CAPITULO IlI.

3.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1.1 HIPOTESIS
CAPITULO IV

4.1 OBJETIVOS

e g A W N =

10
12
13
14

15

15
17
17
17

18
20
21
22

24
24
24
26
26
26
26
27

27
28
29
30
31
32



4.2 PARTE EXPERIMENTAL.
4.2.1 EQUIPO.
42.2 REACTIVOS
4.2.3 MATERIAL BIOLOGICO.
4.2.4 SOLUCIONES.

4.3 PRUEBA DE SOLUBILIDAD

4.4 ESPECTRO DE ABSORCION

4.5 ESTUDIO DE ESTABILIDAD PRELIMINAR DE LA MUESTRA ANALITICA.
4.6 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO DE LA CASIOPEINA IIGLY.

4.7 OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO.
4.7.1 ADECUABILIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION.

4.8 VALIDACION DEL METODO ANALITICO.
4.8.1 SELECTIVIDAD.
4.8.2 LINEALIDAD DEL SISTEMA.
4.8.2.1 TRATAMIENTO DE CARTUCHOS DE ULTRAFILTRACION AMICON Y PUNTAS DE
MICROPIPETAS CON TWEEN 20 AL 0.25%.
4.8.3 PRECISION DEL SISTEMA (repetibilidad).
4.8.4 LINEALIDAD DEL METODO
4.8.5 PRECISION DEL METODO.
4.8.5.1 REPETIBILIDAD.
4.8.5.2 REPRODUCIBILIDAD INTRALABORATORIO.
4.8.6 EXACTITUD.
4.8.7 ESTABILIDAD
4.8.8 LIMITE DE DETECCION (LOD).
4.8.9 LIMITE DE CUANTIFICACION (LOQ).

4.9 DETERMINACION DEL GRADO DE UNION A PROTEINAS PLASMATICAS DE LA
CASIOPEINA Iigly, POR EL METODO DE ULTRAFILTRACION.

33
33
33
34
34

34
34
34
35

35
35

36
36
36

36
37
37
37
37
38
38
38
38
38

39

4.9.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS EN: ALBUMINA, PLASMA HUMANO, PLASMA DE PERRO Y

DE RATA.

ALBUMINA

PLASMA DE DIFERENTES ESPECIES.
4.9.2 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

CAPITULO V
5.1 SOLUBILIDAD DE LA CASIOPEINA II.
5.2 ESPECTRO DE ABSORCION.
5.3 ESTABILIDAD.

5.4 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO.
5.4.1 OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO

5.5 VALIDACION DEL METODO ANALITICO.
5.5.1 ADECUABILIDAD
5.5.2 SELECTIVIDAD
5.5.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA.
5.5.4 PRECISION DEL SISTEMA.
5.5.5. LINEALIDAD DE METODO.
5.5.6 PRECISION (REPETIBILIDAD)DEL METODO Y PORCENTAJE DE RECOBRO
5.5.6.1 REPRODUCIBILIDAD

39
39
39
39

41
42
42
43

44
46

46
46
46
48
48
49
49
49



5.5.7 EXACTITUD.

5.5.8 ESTABILIDAD (Estudio de conservacion de las muestras).
5.5.9 LIMITE DE CUANTIFICACION (LOQ).

5.5.10 LIMITE DE DETECCION (LOD).

5.6 UNION A PROTEINAS.
5.6.1 DETERMINACION DEL GRADO UNION A LA MEMBRANA Y AL FILTRO DE
ULTRACENTRIFUGACION.

CAPITULO VI
6.0 CONCLUSIONES

CAPITULO ViI
BIBLIOGRAFIA

50
50
51
51

51

51
54
55
56
57



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. CLASIFICACION DE LOS FARMACOS ANTINEOPLASICOS DE ACUERDO A SU MECANISMO DE ACCION %%, 11
FIGURA 2. ESTRUCTURA QUIMICA DEL CISPLATINO 13
FIGURA 3. ESTRUCTURA DE LA CAS IIGLY. [(ACUA 4,7-DIMETIL-1,10-FENANTROLINA)(GLICINA).CU(II)] NO* 17

FIGURA 4. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA DISPOSICION DEL FARMACO EN EL CUERPO. DONDE Kp g 1 k=
CONSTANTE DE AFINIDAD DE LAS PROTEINAS PLASMATICAS, DE LOS RECEPTORES ACTIVOS, DE LOS TEJIDOS Y DE
LOS SITIOS DE ELIMINACION, RESPECTIVAMENTE, DEL FARMACO 19
FIGURA 5. DESCRIPCION ESQUEMATICA DE LA ULTRAFILTRACION. LAS MOLECULAS DE FARMACO (®) NO UNIDAS A LAS
PROTEINAS (0) Y EL AGUA PLASMATICA PUEDEN PASAR A TRAVES DE UN FILTRO SEMIPERMEABLE, MIENTRAS QUE

LAS MOLECULAS UNIDAS A LAS PROTEINAS PERMANECEN EN EL FILTRO. 23
FIGURA 6. DIAGRAMA DE FLUJO DEL TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE ALBUMINA, PLASMA HUMANO, DE PERRO Y DE

RATA. 40
FIGURA 7. ESPECTRO DE ADSORCION DE LAS CAS IIGLY EN METANOL / AGUA (50:50) A TEMPERATURA AMBIENTE. 42
FIGURA 8. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN UNA SOLUCION DE METANOL AGUA 50:50. 43

FIGURA 9. SELECTIVIDAD DEL METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE LA CAS IIGLY. A) EN EL BLANCO DE
AGUA SOLO SE OBSERVA UN PEQUENO PICO NEGATIVO ENTRE LOS 2 Y 3 MINUTOS B) AGUA +CLORANFENICOL
(TR=5.4 MIN)+ CAS IIGLY (TR = 6.8). C) EL BLANCO DE ALBUMINA BOVINA MUESTRA UN PICO ENTRE EL MINUTO
1.5 Y2.2.D) AL AGREGAR CAS IIGLY A UNA SOLUCION DE ALBUMINA BOVINA, SE OBSERVA UN PICO A LOS 6.8
MINUTOS EN EL CUAL NO SE ENCONTRO NINGUN OTRO PICO. E) EN EL BLANCO DE PLASMA HUMANO SE OBSERVAN 3
PICOS EL PRIMERO A LOS 2.3, EL 2DO A LOS 2.6 Y EL 3 ERO A LOS 5.063 MINUTOS D) AL AGREGAR UNA MUESTRA DE
CAS IIGLY AL PLASMA SE OBSERVAN 2 PICOS ADICIONALES A LOS 5.3 Y 8.023 MIN, LOS CUALES NO SE ENCIMAN CON
LOS PICOS DEL PLASMA. 47

FIGURA 10. LINEALIDAD DEL SISTEMA PARA LA CUANTIFICACION DE CAS IIGLY EN PLASMA. 48

FIGURA 11. LINEALIDAD DEL METODO LA CUANTIFICACION DE CAS IIGLY EN PLASMA 49



INDICE DE TABLAS

TABLA 1. SUBFAMILIAS Y FAMILIAS GENERALES DE LAS CASIOPEINAS 16
TABLA 2. PRINCIPALES PROTEINAS PLASMATICAS. ® PUEDEN DISMINUIR EN PACIENTES CON CANCER. € SE PUEDEN
INCREMENTAR EN PACIENTES CON CANCER 21
TABLA 3. FACTORES QUE MODIFICAN LA UNION DE COMPUESTOS A PROTEINAS 21
TABLA 4. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS METODOS UTILIZADOS EN LA DETERMINACION INDIRECTA DEL GRADO DE
UNION A PROTEINAS?" 22
TABLA 5. CONDICIONES INICIALES PARA EL DESARROLLO DEL METODO POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE FASE
REVERSA 26
TABLA 6. DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DE LA MOLECULA EN DIFERENTES DISOLVENTES ORGANICOS 34
TABLA 7. RESULTADOS DE SOLUBILIDAD DE LA CAS IIGLY EN LOS DIFERENTES DISOLVENTES ORGANICOS 42
TABLA 8. RESULTADOS DE ABSORCION DE LA CAS IIGLY EN CONDICIONES DE REFRIGERACION, AMBIENTE Y EXPUESTAS A
LA LUZ.*LSC LiMITE SUPERIOR DE CONFIANZA, **LIC LIMITE INFERIOR DE CONFIANZA 43
TABLA 9. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PROBADAS DURANTE EL DESARROLLO DE METODO ANALITICO PARA LA
CUANTIFICACION DE LA CAS IIGLY POR CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS ALTA RESOLUCION. 44
TABLA 10. RESULTADOS DE PRECISION DEL SISTEMA 48
TABLA 11. REPETIBILIDAD DEL METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE LA CAS IIGLY. 49
TABLA 12. REPRODUCIBILIDAD INTRALABORATORIO DEL METODO ANALITICO DE LA CAS IIGLY. 50
TABLA 13. EXACTITUD DEL METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE LA CAS IIGLY. 50
TABLA 14. RESULTADOS DE ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS DE CAS IIGLY QUE PERMANECIERON DENTRO DEL INYECTOR
DURANTE 8 HRS. 50

TABLA 15. RESULTADOS DEL GRADO DE UNION DE LA CAS IIGLY A LA ALBUMINA BOVINA Y A LAS PROTEINAS
PLASMATICAS HUMANAS, DE PERRO Y RATA. EN DIFERENTES CONCENTRACIONES (N=3) 52



RESUMEN

La importancia de controlar enfermedades degenerativas mortales como el cancer ha propiciado la
busqueda, caracterizacién y sintesis de nuevos compuestos, con capacidad antineopldsica. Las
Casiopeinas, es un nuevo grupo de compuestos de coordinacién con un centro metalico de (Cu2t) que
fueron disefiadas y sintetizadas por la Dra. Lena Ruiz en la Facultad de Quimica de la UNAM. Entre
estas, la Casiopeina IIgly (Cas IIgly) ha mostrado tener efecto citostatico, citotéxico y antineplasico, lo
que la hace ser una fuerte candidata a ser utilizada como agente terapéutico en el tratamiento del
cancer, sin embargo, poco se sabe acerca de su eficacia y seguridad. Por tal motivo es necesario realizar
un gran numero de pruebas que nos den una idea de su potencial toxicoldgico, predecir el perfil
farmacocinético / farmacodinamico del fairmaco y determinar la dosis terapéutica adecuada.

En el presente trabajo se llevé a cabo el estudio de la solubilidad, la estabilidad y la determinacion de la
longitud de onda maxima de la Casiopeina Ilgly, disuelta en solucién de metanol:agua. También se
desarrollo, optimizé y validé el método analitico por Cromatografia de liquidos de Alta Resolucién
(CLAR) y finalmente se determiné del grado de unién de esta molécula en soluciones de albtiimina bovina
serica (ABS), plasma humano, plasma de perro y plasma de rata utilizando la técnica in Vitro de
Ultrafiltracién.

La Casiopeina IIgly en muy soluble en agua, soluble metanol y en soluciones de metanol/agua e
insoluble en acetonitrilo. Sus picos maximos de absorcién fueron detectados a una longitud de onda de
209 y 273 nm. La Casiopeina IIgly es una molécula fotosensible pero, en condiciones de refrigeracion y
protegidas de la luz permanece estable durante méas de 21 dias. La Casiopeina IIgly la cual eluye a los
6.8 min en agua y los 8.0 min en plasma fue bien resuelta de sus componentes endégenos. Hubo una
buena relaciéon lineal entre el area del pico de los analitos y su concentracién, en el intervalo de
concentracién de 2 a 50 ug/ml. El porcentaje de recobro fue de 91.8 %. La precisién y exactitud promedio
(RSD) de las muestras control, estuvieron dentro del 15%. El limite de deteccién fue de 0.031 pg/ml y el
limite de cuantificacion de 2.0 pg/ml.

El farmaco se une en un alto grado a las proteinas de las diferentes matrices probadas. El grado de
unién a proteinas fue para la albimina de 96.8 %, para el plasma humano de 95.2%, para el plasma de
rata de 88.68% y de 72.78% para el plasma de perro.

La unién del farmaco a la albimina promedio (+s.d) no fue significativamente diferente a la del
plasma humano, esto sugiere que la albiimina es la principal, pero no necesariamente la tinica proteina
unida a la Casiopeina. El método de ultrafiltracién utilizado para la determinacién del grado de unién de

la Casiopeina Ilgly a las proteinas plasmaticas, es adecuado debido a su rapidez.



ABSTRACT

The importance of controlling lethal degenerative diseases as cancer have started the
investigation, characterization and synthesis of new drugs. Casiopeinas are a new group of coordination
compounds with copper (I) as a metallic center. They were designed and synthesized by Lena Ruiz Ph.
in la Facultad de Quimica from UNAM. Casiopeina Ilgly showed to have cytostatic, cytotoxic and
antineoplastic effect. It has become to Casiopeina Ilgly in a potentially useful therapeutic agent in
cancer treatment. Due to its mechanism and side effects are still almost unknown, it is necessary to do
several testes, which give us an idea of their toxicity, predict their pharmacokinetic and
pharmacodynamic profile and determined their dosage regiment.

The solubility and stability study and the determination of absorption spectrum of Casiopeina Ilgly were
done. A selective and accurate High Performance Liquid Chromatography method (HPLC) was
developed, optimized, validated and applied for determining the extent of binding protein of Casiopeina
IIgly. Protein — free samples were prepared by ultrafiltration method in bovine albumin, human, dog
and rat plasma.

This molecule is very soluble in water, soluble in methanol or methanol water solutions and unsoluble in
acetonitrile. The Casiopeina’s spectrum shows two maxima peaks at 273 nm and 209 nm and minima at
248 nm. Casiopeina IIgly is a photosensible molecule but in refrigeration’s conditions and protected from
the light, it is stable at least for 21 days.

Casiopeina Ilgly that eluted within 6.8 min in water and 8.0 min in plasma was well resolved from
endogenous components. There was a good lineal relationship between chromatograph area of analytes
and concentration of analytes over the concentration range from 2 to 50 ug/ml. The recovery of assay
was 91.8 %. The overall accuracy and precision (RSD) of quality control were within 15%. The limit of
detection was de 0.031 pug/ml and the limit of quantization was 2.0 pg/ml.

The Cas Ilgly is a molecule that is highly bound to plasma protein(>90%). The amount of Cas Ilgly
bound to albumin protein (albumin assay) was not significantly different from the amount of drug bound
to plasmatic protein, it suggest that albumin is the major but not necessary the only binding protein to
Casiopeina IlIgly in serum. By its speed the ultrafiltration method was a suitable method for

determining the extent of binding protein of Cas Ilgly
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INTRODUCCION

1.1 INTRODUCCION.

El cancer ha llamado la atencién de investigadores de todo el mundo, debido al impacto que tiene
sobre la salud. Actualmente esta enfermedad esta entre las primeras causas de muerte a nivel mundial®.
El cancer es un grupo de enfermedades, que pueden atacar cualquier tejido corporal y se caracteriza por
la multiplicacién desordenada de células que no reciben las sefiales del control de crecimiento la cual es
causada por un desorden genético a nivel celular, que involucra la mutacién de un pequeiio nimero de
genes. Muchos de estos genes normalmente actian en el control del progreso, del ciclo celular y la
perdida o inactivacién de estos genes causa una division celular descontrolada y la formacién de

tumores2.

A pesar del esfuerzo que se ha hecho por encontrar la manera de prevenir y curar esta
enfermedad, su naturaleza asi como su forma de presentacién ha impedido encontrar una linea
terapéutica que sea general, segura y eficaz contra este padecimiento.?

La deteccién de tumores en sus primeras etapas es el método mas eficaz, para detener la progresiéon de
los tumores, pues resulta mas sencillo detener su malignidad antes de que cause dafos irreversibles.
Desgraciadamente, no siempre es posible detectar la presencia de tumores en los estadios iniciales y sélo
se hace evidente cuando los tumores ya han invadido otras zonas del cuerpo. La cirugia, las radiaciones,
la quimioterapia, la inmunoterapia, la criotepia, etc, son algunas de las terapias actualmente
disponibles en el tratamiento contra el cancer. Por el momento la quimioterapia es la mejor opcién para
el tratamiento de la mayoria de los tumores humanos, debido a que ofrece una mayor probabilidad de
curacién, ademas, de que si se utiliza en combinacién con otras terapias como la cirugia, radioterapia o

inmunologia, puede aumentar el éxito de la terapia en una extensa variedad de tumores+56,

El cisplatino, es un medicamento anticancerigeno de centro metalico, descubierto por Rosenberg? .
Este fArmaco revolucioné la quimioterapia, por su capacidad para atacar diferentes tipos de cancer que
eran resistentes a otro tipo de compuestos; sin embargo, su alta toxicidad provoca caida de cabello,
vomito y secuelas como dafios en rifiones®. Por otro lado la administracion del cisplatino, puede causar
resistencia natural hacia el compuesto, asi como resistencia desarrollada después del tratamiento
inicial. La esperanza de encontrar un farmaco que ofrezca las ventajas del cisplatino, pero, con efectos
adversos menores, hizo que la atencidn se concentrara principalmente sobre la generacién de analogos
directos al cisplatino®10, Sin embargo, se ha observado que los simples analogos del cisplatino no ofrecen
ventajas clinicas sustanciales y esa es la razén principal por la cual algunos investigadores han

concebido enfoques completamente diferentes en el disefio de farmacos.



INTRODUCCION

Algunos investigadores estan trabajando con elementos metalicos esenciales, los cuales se encuentran
presentes en el organismo humano pues consideran que si por alguna causa se acumularan en exceso,
existen mecanismos que se activan de manera natural para eliminarlos!!.

Cualquiera que sea la linea terapéutica, no se debe olvidar que ésta debe tener actividad
antitumoral, ser efectiva contra los tumores para los que no existen tratamientos efectivos en la
actualidad, y que los efectos secundarios que pueda causar sean menores a los que se presentan con los

medicamentos actuales.

En la busqueda de alternativas, un grupo de investigadores de la Facultad de Quimica de la
UNAM, basandose en los antecedentes y conocimientos del cisplatino, se han enfocado al disefio, sintesis
y caracterizacién de un nuevo grupo de compuestos, a los cuales se les ha dado el nombre de
Casiopeinas®.

Las Casiopeinas (Cas) son una familia de compuestos que en la esfera de coordinacién contiene,
cobre (IT) como metal y quelatos de diiminas (NN) con quelatoa aminoacidatos o donadores (O0O) como
ligantes. Debido a que el cobre es un metal esencial es probable que estos compuestos presenten menor
toxicidad, que los compuestos de platino. A la fecha, se han sintetizado alrededor de 100 compuestos de
los cuales las Casiopeinas I y II han demostrado actividad antineopldsica y -citostatica

importante!213.1415,

La Casiopeina Ilgly [Acua(4,7-dimetil 1,10 fenantrolina) (glicina)Cu(II)] NOs se ha desarrollado
especificamente como un farmaco anticancerigeno que actia contra células Hela, células tipo Cal.o,
murinas de leucemia L1210, contra los tipos de cancer S180, B16 y LW1; es potencialmente citotéxica e
induce apoptosis. El hecho de que la Casiopeina IIgly (Cas IIgly) haya demostrado ser menos téxica que
el cisplatino hacia las células sanas, ha provocado que un grupo de investigadores centren su atencién en

ella, con la esperanza de que esta tenga una posible aplicacién clinica a corto plazo6.17,

Sin embargo para esto existen varias fases por las que debe pasar una nueva droga con efecto
biolégico, antes de ser utilizada en la fase clinica. Este trabajo esta enfocado al desarrollo, optimizacion y
validacién del método analitico que nos permitira la cuantificacion de la molécula para posteriormente
realizar el estudio de “El grado de unién a las proteinas plasmaticas”18,

El estudio del grado de unién de los farmacos a la proteinas es un factor muy importante debido
a que Unicamente el farmaco libre puede pasar a través de las membranas celulares, alcanzar los

receptores y por lo tanto ejercer la actividad terapéutica.
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Esto significa que este parametro tiene una importancia clinica relevante, pues a partir de los
resultados generados se podra disefiar regimenes de dosificacién adecuados con el propdsito de evitar

interacciones farmacoldgicas o efectos indeseados, siempre en beneficio del paciente!d: 20,

Para la determinacion del grado de unién a las proteinas plasmaticas se utilizé albimina bovina
sérica (ABS), plasma humano, plasma de perro y de rata a las que se les adicioné una cantidad de Cas
II gly para obtener concentraciones de 15, 25 y 50 pg/ mL. Una vez preparadas, estas se incubaron a 37°
C durante 30 minutos, posteriormente se coloc6 1 ml de cada muestra, en los tubos de
ultracentrifugaciéon y se centrifugaron durante 30 minutos a 5000 rpm. 50 pL del ultrafiltrado fueron
inyectados en una columna de fase reversa y se realizd el andlisis bajo las condiciones cromatograficas

determinadas durante el desarrollo del método analitico.
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2.1 CANCER

2.1.1 ANTECEDENTES DEL CANCER.

El término cancer se deriva de una palabra griega que significa “Cangrejo”, se le dio
este nombre debido a que los tumores de mama al crecer toman la forma de este crustaceo y fue
acufiado por Hipdcrates en el siglo V, AC. 21, El cancer es una enfermedad tan antigua, que
incluso se han encontrado tumores en los huesos de los fésiles de los dinosaurios o en las
momias descubiertas en Egipto y en Pert?2. Sin embargo, de acuerdo con el Dr Gariglio Vidal,
estd enfermedad llegd a ser una causa importante de muerte hasta el siglo XX. Antes de 1940
no se ubicaba entre las 10 primeras causas de muerte. Actualmente en nuestro pais, el cancer

ha llegado a ser la segunda causa de mortalidad entre la poblacién23.

Bajo el término cancer se engloban distintas enfermedades que varian en sus
manifestaciones clinicas, pero que comparten mecanismos desencadenantes comunes. Hasta el
momento se han descrito mas de 100 formas de la enfermedad, de ellos los mas frecuentes son
los llamados carcinomas, que constituyen cerca del 90 % de los canceres y que se generan en los
epitelios, siendo los mas comunes los que afectan al pulmodn, el cuello uterino, las mamas y el
intestino grueso?2. El restante 10 % de los canceres humanos se distribuye en dos grupos: los
sarcomas que son los mas raros y que se originan en estructuras de soporte como el tejido
fibroso o vasos sanguineos, y un grupo heterogéneo en los que se incluyen los canceres de

tejidos productores de las células sanguineas, las leucemias y los linfomas 24,

El cancer también conocido con el término neoplasia, es una enfermedad de las células
que se caracteriza por cambios a nivel genético en uno o varios de los mecanismos que regulan
la proliferacién y diferenciacién de las células. Una célula sana presenta una morfologia
definida, encaja a la perfeccién en el entorno de células que la rodean, responde a seniales
ambientales y produce células hijas con la misma (o virtualmente la misma) secuencia de DNA,
s6lo cuando el balance de sefiales estimuladoras e inhibidoras procedentes del exterior favorece
la divisién celular. Sin embargo la acumulacién de dafios genéticos puede hacer que una célula
hija se vuelva insensible a los mecanismos de regulacién del crecimiento celular y por lo tanto,
pierde su morfologia y limites caracteristicos, deja de responder a sefiales inhibitorias de
crecimiento y adquiere la propiedad de replicarse sin cesar2?s. Una vez que las células empiezan
a multiplicarse sin ningun control en algin tejido, forman un tumor, el cual acaba destruyendo
el tejido sano de su alrededor o atin peor puede ingresar al sistema circulatorio, y establecer

zonas de proliferacién alejadas del sitio de aparicién original.
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Los tumores se clasifican como benignos o malignos de acuerdo a su capacidad para
crecer y expanderse.

Los tumores benignos son masas localizadas y pequefias que no se expanden, en cambio
los tumores malignos pueden invadir tejidos circundantes y aun otras partes del cuerpo
mediante metastasis?6. En términos generales a los tumores malignos se les conoce como

cancer??,

2.2. TERAPIAS CONTRA EL CANCER

Algunos documentos como el Ramayana de la India o el papiro egipcio Ebers que datan
de 2000 a 1500 afnos a. C demuestran que el estudio y la busqueda de tratamientos contra el
cancer ha sido objeto de gran interés desde hace tiempo 2324, Sin embargo a pesar del esfuerzo
que se ha hecho, aiin no se cuenta con una linea terapéutica que sea general, segura y eficaz

contra esta enfermedad debido a la naturaleza que presenta.

Hoy en dia los tumores cancerosos pueden ser erradicados por cirugia, radioterapia,
inmunoterapia, crioterapia, quimioterapia, o la combinacién de alguna de ellas, su seleccién

depende del tipo de cancer, la distribucién y el estado del paciente.

En la actualidad la cirugia es la terapia mas confiable y rapida se utiliza para remover los
tumores primarios y constituye el tratamiento de eleccién para tumores sélidos o para aquellos
que su crecimiento permanezca localizado. Desafortunadamente si las células cancerosas ya se
han esparcido a otras partes del cuerpo, la extirpacién del tumor por medio de la cirugia es

insuficiente.

La quimioterapia es una terapia en la que se utilizan fArmacos para erradicar los
tumores cancerigenos. Estos farmacos tienen como objetivo causar una lesién citotdxica letal
que pueda disminuir la progresiéon del tumor. Este ataque generalmente es dirigido contra los
sitios metabdlicos esenciales a la replicacién celular. Por ejemplo la biodisponibilidad de los
precursores de las purinas y pirimidinas para la sintesis del DNA o RNA 28, Actualmente la
quimioterapia es la mejor opcidén para el tratamiento de la mayoria de los tumores humanos,
debido a que ofrecen mayor probabilidad de curacién y se cree que atn con el advenimiento de
las nuevas técnicas, la quimioterapia seguird siendo una buena opcién en el tratamiento y
prevencién de la enfermedad, debido a que una vez que se entienda la naturaleza de la
enfermedad, la farmacocinética y farmacodinamia de los farmacos se podran utilizar con mayor

éxito incluso los farmacos ya existentes.
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2.2.1 ANTECEDENTES DE LA QUIMIOTERAPIA

Desde hace 500 afios ya existia el concepto del tratamiento del cdncer con farmacos, se
sabe que con este propodsito se empleaban preparaciones de plata, zinc o mercurio. Sin embargo,
no se documentd hasta 1865 el uso de un tratamiento sistematico en neoplasias malignas
cuando Lissauer administraba arseniato de potasio a pacientes con leucemias y observaba
efectos positivos; pese a estos antecedentes la quimioterapia del cancer como tal se sistematizo

80 anos después.

Al término de la Segunda Guerra Mundial una nueva era conocida como, “era moderna
de la quimioterapia del cancer” comenzd, al introducir las mostazas nitrogenadas, agentes
alquilantes desarrollados para el uso clinico como consecuencia de la toxicidad hematopoyética
observada con la mostaza sulfurada (un gas de guerra) y la aminopterina, un antagonista de los
folatos. Estos compuestos produjeron remisiones notables en pacientes con linfoma y en nifios
con leucemia linfocitica aguda. Desafortunadamente, no se observaron curaciones debido al
rapido desarrollo de resistencia a los farmacos. Estos resultados fueron seguidos por un
enérgico programa de desarrollo de farmacos anticancerosos, en especial en los Estados Unidos
y fueron alentados por el apoyo y las facilidades de evaluacién masiva proporcionados por el

National Cancer Institute a los investigadores y académicos e industriales.

A partir de 1950 se produce una aceleracién con la introduccién de los antimetabolitos,
la actinomicina D (1955) y el empleo de los glucocorticoides. Desde entonces se han probado
mas de 30 farmacos en el tratamiento de los pacientes con cancer entre los que destacan: la

citosina-arabinésido y los alcaloides de la Vinca en los anos 60 29.

2.2.2. MECANISMO DE ACCION DE LOS FARMACOS ANTINEOPLASICOS.

Los farmacos que actualmente se utilizan en el tratamiento del cancer se clasifican en 9
grupos de acuerdo a su mecanismo de accién: agentes alquilantes, antimetabolitos,
depolimerizantes del DNA, antibidticos, alcaloides de la vinca, epipodofilotoxinas, hormonas,
antihormonas e inmunoestimuladores-inmunomoduladores 3° 0 como agentes que actiian sobre

el ciclo celular o los que lesionan al DNA. Ver figura No. 1.
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METOTREXATO (MTX)
Inhibidor de dihidrofonalato
reductasa, permite una
inhibicion del anillo de
purina y biosintesis de
dTMP, se bloquea la sintesis
de ADN

CITARABINA (ara-CTP)
Compite con la citosina
trifosfato por las ADN
polimerasas. Esto significa la
incorporacion del farmaco

CISPLATINO
Alteran la estructura y
funcion del ADN al
interaccionar con él.

AGENTES ALQUILANTES.

PROTEINAS

en las cadenas del ADN

DOXORUBICINA
DACTONOMICINA,, Y
DAUNOROBICINA
Intercalante del ADN,
interrumpe la funcion del ADN

Figura 1. Clasificacién de los firmacos antineoplasicos de acuerdo a su mecanismo de accién >*,

Agentes que actiian sobre el ciclo celular. Los agentes que actian sobre el ciclo celular son

farmacos que para ser citotdxicos requieren que las células estén en el ciclo, es decir,

atravesando activamente el ciclo celular preparatorio para la division celular2®.

Farmacos que lesionan al DNA. Estos farmacos actiian: dafiando o alterando la molécula de

alguna manera, previniendo la sintesis de 4cido nucleico al inhibir una o mas de las enzimas

11



GENERALIDADES

involucradas en la sintesis del DNA o perturbando la funcién del DNA al incorporar “piezas
incorrectas” en la molécula. Los farmacos que interactian con el DNA previenen el crecimiento

celular.

2.2.3 DESVENTAJAS DE LA QUIMIOTERAPIA

La falta de selectividad de los fArmacos antineoplasicos es un problema que se presenta
en la quimioterapia del cancer, la cual es ocasionada debido que los farmacos
quimioterapéuticos existentes tienen como blanco a los mecanismos utilizados por las células
en proliferaciéon, en lugar de atacar anormalidades especificas asociadas a las células
tumorales. Esto hace que, la ventana terapéutica entre una célula normal y la maligna sea
pequena, lo que da lugar a efectos colaterales altamente téxicos como por ejemplo anorexia,
vomito, diarrea, alopecia, supresiéon de la médula ésea y del sistema inmune, asi como

anafilaxia, nefrotoxicidad y cambios en el sistema urinario2d,

Otro problema que se presenta durante la terapia con farmacos, es del desarrollo de

resistencia
Los principales mecanismos que tienen las células tumorales para volverse resistentes a los
farmacos antineoplésicos son:

a) La inactivacién del fArmaco, por ejemplo la mercaptopurina.

b) Insuficiente activacién in vitro por pérdida de la actividad de la enzima correspondiente.

¢) El farmaco puede ser metabolizado a formas inactivas.

d) Disminucién de la afinidad del firmaco por sus receptores o aumento del nimero de

estos.

e) Disminucién de la captacién del fArmaco activo por la célula cancerosa.

f) Presencia de enzimas reparadoras del dafio celular, que son importantes en la

resistencia de los agentes alquilantes.

g) El transporte de membrana puede encontrarse disminuido!?. 28, (p. Ej. el cisplatino)
Actualmente el cisplatino es uno de los farmacos quimioterapeuticos mas importantes el

tratamiento con este farmaco ya sea solo en combinacion con etopédsido y bleomicina; pueden

lograrse tasas de supervivencia global de 80% a 90%

12
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2.2.4 CIS-DIAMINO-DICLORO-PLATINO (ID). (CISPLATINO).

Se sabe que, aun cuando fue sintetizado por primera vez en 1845 por Peyrone y en 1898
Werner separd esta molécula en sus isémeros cis- y trans-, fue hasta 1967 cuando el doctor
Rosenberg descubri6 las propiedades citotéxicas del cisdiaminodicloroplatino3!l. Rosenberg
observé que el crecimiento de un cultivo bacteriano se inhibia cuando era sometido a una
corriente eléctrica transmitida por electrodos de platino, més tarde se demostrd que el efecto
inhibidor sobre la multiplicacién de las bacterias era consecuencia de que los electrodos de
platino producian una sustancia toéxica, este material era el complejo de coordinacién con
platino, ahora mejor conocido como “Cisplatino”. Estudios posteriores realizados en bacterias y
las células tumorales de mamiferos revelaron que este complejo de platino tenia actividad
antineopléasica.

Este fairmaco se encuentra unido en alto grado a las proteinas plasmaticas > 90%),
tiene una constante de unién a la albimina sérica (K) de 1.15x10¢* M y un ntimero de sitios de
unién maximo de (n) 3.331. Se ha propuesto que el mecanismo de accién del cisplatino es
semejante al de un agente alquilante e intercalante, y que se enlaza directamente con el

nitrégeno de la posiciéon 7 de las guaninas del ADN32,

El cisplatino tiene efectos antitumorales significativos en los canceres de ovario,
testiculares, de cabeza, de cuello, cervical, pulmén y de huesos32. Desgraciadamente, al igual
que cualquier farmaco antineoplasico, el cisplatino es muy téxico y ademdas presenta una

solubilidad limitada en solucién acuosa.

Figura 2. Estructura Quimica del Cisplatino

Los resultados generados con la investigacion sobre esta molécula han permitido llegar a
las siguientes conclusiones.

En primer lugar se observé que el metal de aquellos farmacos antineoplasicos que poseen
una parte organica unida a un metal, actiia como centro de coordinacién para las proteinas y
los acidos nucleicos de las células cancerosas. Por otro lado se observd que el uso de

quimioterapéuticos cuyo principio es un complejo de coordinacion ofrece las siguientes ventajas:

13
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a) Las dosis que producen efectos biolégicos son menores, es decir, se requiere de menor
cantidad de sustancia para lograr el mismo efecto.

b) La molécula inorgénica sufre menor grado de biotransformacién después de ser
suministrada.

¢) La presencia del metal ofrece una mayor especificidad3s.

El cisplatino también es importante, porque, a partir de su amplia evidencia experimental
acumulada surgieron los postulados de Rosenberg y se ha demostrado que los compuestos de

coordinacién que satisfagan estos postulados tienen potencial antineoplasico.

POSTULADOS DE ROSENBERG:

a) Estos complejos deben intercambiar rapidamente sélo algunos ligantes en reacciones con
moléculas biolégicas.

b) Los complejos deben ser eléctricamente neutros, aunque la forma activa puede estar
cargada después de intercambiar algin ligante en la especie viva.

¢) Son necesarios dos ligantes cis monodentados (uno bidentado) como grupos salientes.
Los isémeros trans son inactivos.

d) La velocidad de intercambio de estos ligantes le dan intervalos especificos de labilidad a
cada compuesto.

e) Los ligantes no intercambiables en las moléculas deben estar fuertemente enlazados34.

La ausencia de farmacos que sean capaces de reducir la tasa de mortalidad, la alta

toxicidad y el alto costo, de los existentes ha estimulado la busqueda de nuevos farmacos.

De manera ideal esta busqueda pretende encontrar farmacos con las siguientes
caracteristicas:
e Ausencia de resistencia_ cruzada al cisplatino
e Un espectro mas amplio de actividad, particularmente en areas clinicas donde el
cisplatino no ha demostrado efectos terapéuticos significantes.
e Disminucién de efectos eméticos y renales (téxicos directos en general)
e Sinergismo en terapias combinadas.

e Bajo potencial oncogénico3?,36

Las investigaciones han seguido principalmente dos caminos para reducir los efectos

toxicos de estos fAarmacos
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1.- El desarrollo y la sintesis de andlogos que tienen menos efectos téxicos. Ejemplo los
analogos o derivados del cisplatino.
2.- Reduccién de la toxicidad por medio del uso de agentes completamente diferentes.

Ejemplo, los agentes antiheméticos29:32.37,

2.3. CASIOPEINAS.

Tomando en cuenta lo anterior en 1975, la Dra. Ruiz Azuara, de la Division de Estudios
de Posgrado de la facultad de Quimica de la UNAM, inici6 un proyecto encaminado al
desarrollo de farmacos antineoplasicos a partir de metales de transicién, de preferencia
biolégicamente esenciales, esto con el fin de disminuir su toxicidad y costo!011, Los compuestos
de coordinacién desarrollados por Ruiz Azuara mostraban, de manera tedrica, una actividad
biolégica potencial. Dichos compuestos poseen una esfera de coordinacién de metales de la
primera serie de transicién (Mn, Fe, Co, Ni, Cu, y Zn). Este grupo de compuestos a base de
cobre se encuentran patentados y registrados por la UNAM con el nombre de CASIOPEINAS ®
[Cu (4.1-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicina)NOs].

2.3.1 DISENO DE COMPLEJOS DE COORDINACION DE COBRE CASIOPEINAS Y
MECANISMOS DE ACCION.

La familia de compuestos Casiopeinas ® es un grupo de compuestos de coordinacién de
cobre (II) como centro metélico, que en la esfera de coordinacién presentan un ligante
bidentado de tipo diimina (N-N) y otro puede ser un aminoacidato (N-O) o donador (O-0)38.
Este grupo de compuestos fue diseiiado pensando en que la planaridad en la geometria de la
molécula y el ligante diimina, con caracter hidrofébico, le conferian la posibilidad de actuar
como intercalante a través de interacciones con las bases puricas y pirimidicas del DNA y el
ligante cargado le conferiria una polaridad necesaria para el transporte de la molécula. La
naturaleza, nimero y posicién de los sustituyentes en el ligante diimina son responsables de la
variaciéon en la actividad biolégica. El centro metalico por su parte puede participar en ciclos
redox para liberar ERO (Especies reactivas de oxigeno). La reduccién del cobre (II) a cobre (I)
de las Casiopeinas® provoca liberacion de ERO y estas a su vez generan radicales libres, a
través de las reacciones de 6xido-reduccién de tipo Fenton y Haber-Weiss. Los radicales libres
permiten la liberacién del oxigeno de la desoxirribosa y por consiguiente el rompimiento de la
hebra, dando como resultado dafos irreparables en su estructura3s®. Estos efectos no parecen
tener relacion con dafo en la membrana plasmatica, adicionalmente el cobre puede no
intercambiar alguno de sus ligantes posiblemente el a- a-a. o donador O-O para coordinarse
directamente con los donadores por nitrégeno de las bases formando enlaces similares a los

observados con el cisplatino.
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Finalmente el o- a-a. 6 donador por O-O se proponen como responsables de la
modulacién en la distribucién y trasporte, y por lo tanto de la selectividad tumoral de la
molécula.

Algunos de estos compuestos han demostrado tener actividad citostatica, citotéxica y
antineoplasica en modelos, tanto in vitro como in vivo; sin embargo no se sabe como actua el
metabolismo sobre estos farmacos. Existen algunas evidencias de que las Casiopeinas son

activadas por las enzimas del metabolismo.

Las Casiopeinas actian sobre la mitocondria en una manera dependiente del tiempo y la
concentracién al inhibir el estado 3 mitocondrial (fosforilacién oxidativa), la respiracién
desacoplada y colapsando el potencial de membrana, inhibe la respiracién celular y la sintesis
de ATP, lo que puede comprometer los procesos dependientes de energia como la duplicacién
celular 40, Estos farmacos también pueden inducir la muerte celular por medio de apoptdsis o
necrosis. En las primeras etapas de la apoptdsis hay cambios en la permeabilidad de la
membrana mitocondrial, Esto permite la liberacién del citocromo C y de otras proteinas
mitocondriales conocidas como AIF (Factor de induccién de apoptésis) al citosol, estas
moléculas activan a una familia de proteasas llamadas caspasas y a su accién proteolitica
rompe proteinas estructurales y funcionales clave de la célula lo que provoca su muerte. Por
otro lado se ha sugerido que las Casiopeinas pueden inducir apoptdsis por una ruta alternativa
en la cual no estan involucradas las caspasas. En la necrosis las células se hinchan hasta que
se rompe la membrana y se liberan las enzimas nocivas que a su vez matan las células

circundantes.

Tabla 1. Subfamilias y familias generales de las casiopeinas

Subfamila Férmula General
Casiopeina I [Cu (4,7-difenil-fenantrolina)( O-N) INOs
Casiopeina II [Cu (4,7-dimetil-fenantrolina)( O-N) INOs
Casiopeina III [Cu (N-N)(O-O)INOs
[
[

Casiopeina IV Cu (4,4-dimetil-bipiridina)( O-N) INOs
Casiopeina V Cu (5R-fenantrolina)( O-N) INO3

Casiopeina VI [Cu (5,6-dimetil-fenantrolina)( O-N) INOs
Casiopeina VII [Cu (Fenantrolina)( O-N) INOs

Casiopeina VIII [Cu (8,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)( O-N) INOs
Casiopeina IX [Cu (Bipiridona)( O-N) INOs

A la fecha, se han sintetizado alrededor de 100 compuestos los cuales han sido
agrupados en subfamilias de acuerdo al tipo de ligantes que contenga la molécula (ver tabla No.
1), con base en los experimentos citostaticos y antineoplasicos in vitro, se procedié al desarrollo
de los ensayos in vivo probando alguno de estos compuestos. Estas subfamilias son téxicas para

bacterias y han demostrado ser activas contra algunas lineas celulares tumorales in vivo
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(L1210 y Calo) y tumores implantados en ratén (Sarcoma S180, melanécito B16, tumor de

Lewis, LW-1 y leucemia linfoide 1.12104142,

Actualmente, tres de estos farmacos entre ellos, la Casiopeina IIgly, ha demostrado
actividad antineoplésica en los ensayos exigidos dentro del panel de selecciéon sugerido por el

Cancer Institute de los Estados Unidos de América 38.

2.3.2 CASIOPEINA Ilgly
2.3.2.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

La Casiopeina IIgly [ [Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicina)l NOs, | tiene un peso
molecular de 407.87 g/mol, es un polvo fino de color azul (intenso), libre de particulas extrafias
y homogéneo. Su densidad aparente es de 0.425 g/mL y tiene un tamano de particula entre >40

<50 micras*3.

\C u/OH
T

2

H,N o)
Figura 3. Estructura de la Cas Ilgly. [(Acua 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicina).Cu(II)] NO*

2.3.2.2 TOXICIDAD Y FARMACOCINETICA DE LA CASIOPEINA IIGLY

La Casiopeina Ilgly es potencialmente citotéxica contra las células Hela, células tipo
Calo, murinas de leucemia L1210, contra los tipos de cancer S180, B16 y LW144,45
El complejo de cobre de esta molécula, mata a las células de carcinoma de ovario humano y las
de leucemia murino por apoptdsis y necrosis. La Casiopeina IIgly es altamente activa en lineas
celulares resistentes al cisplatino y reduce la expresion de la metalotioneina, la cual es uno de
los medios conocidos usados por las células cancerosas resistentes para eliminar a los farmacos
anticancerigenos basados en metales4. También se une al DNA y aunque esto no es unico, lo
novedoso de su actividad puede deberse a que reacciona con agentes reductores y rompe la
molécula de doble hélice en lugar de inhibir la replicacién por cambios estructurales sobre la
molécula del ADN o aumentando la reparaciéon del ADN4748.49, E] efecto mas importante in vivo

de la Casiopeina Ilgly es la hemdlisis de glébulos rojos, la cual se debe a la toxicidad del cobre?°,
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La Cas IIgly ha demostrado ser menos cardiotéxica que la andrimicina, la administracién de 1
uM de farmaco via femoral revel6 ser inocua 51.

En un estudio farmacocinético preliminar se concluye que el perfil farmacocinético de la
Casiopeina IlIgly se ajusté al Modelo Abierto de Dos Compartimentos (MADC) por bolo
intravenoso, tiene una vida media de 228.18 minutos y un volumen de distribucién de 0.065
litros, su depuracién o aclaracién (CL) es de 1.14 mL/min, y su Tiempo Medio de Residencia
(TMR) es de 262.15 minutos. La Casiopeina IIgly alcanza su estado estacionario a los 120
minutos y su fase de distribucién es mas rapida que la fase de eliminacién45. Este farmaco es
estable al agua, a fuerza i6nica y a temperatura constante a pH = 7 durante 7 dias. La DLso en
ratén por via intraperitoneal es de 8.8 mg/Kg/P.C y de 16 mg/ Kg por via intravenosa’2. La
Casiopeina Ilgly inhibe significativamente la proliferacion celular, incrementa las especies
reactivas de oxigeno (ERO) e induce apoptésis de una manera dosis dependiente 4% 53, La dosis
letal 99 (DL99) en perros es de 160 mg/m? (8 mg/Kg)- La administracién intravenosa de esta
dosis preparada en 100 mL de dextrosa al 5%, induce muerte de manera aguda, tal evento es
causado por edema pulmonar y/o toxicidad cardiaca, después de un periodo de 30 a 50 minutos,
después del periodo de latencia. Su rango terapéutico es de 1.2 a 3 mg/m? y el verdadero
margen terapéutico de 20 a 50 mg/m?2 54,

Debido a que la Cas IIgly ha demostrado ser citotdxica en células sensibles y resistentes
y menos téxicas que el cisplatino, se decidi6 continuar con los estudios farmacocinéticos y
toxicologicos

El grado de unién a proteinas es el parametro que nos permitird conocer el grado de
distribucién del farmaco dentro del cuerpo y de esta manera se podra disefiar un régimen de
dosificaciéon adecuado con el que se pretende controlar y prevenir las situaciones criticas y/o

agudas, disminuir los efectos adversos, asi como mejorar la calidad de vida del paciente. 55

2.4. UNION A PROTEINAS

El conocimiento del grado de unién de los farmacos a proteinas plasmaticas, es
importante debido a que los efectos terapéuticos y téxicos del mismo estan directamente
relacionados con la concentracion de farmaco libre. 1955

Una vez que el compuesto llega a la circulacién sistémica, bien porque se haya
administrado por via endovenosa o bien porque haya sufrido un proceso de absorcién tras su
administracién por via oral u otra via extravascular, se produce la distribuciéon del mismo en
las células sanguineas, proteinas plasmaticas y agua plasmatica. 56,57 58

La distribucién y disposicién del farmaco en el cuerpo es regulado por (a) sus
propiedades fisicoquimicas que permitiran su acceso a los sitios de unién extravascular, (b) por

su grado de unién a las proteinas plasmaticas, el cual depende de la constante de afinidad (Kp)
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de la proteina por el farmaco y (c) por su unién a las proteinas de tejidos, un proceso regulado
por la densidad de los sitios de unién y la constante de afinidad. (Kt) (Fig 4).

Un farmaco con elevada capacidad de fijacion presenta valores de Kp entre 105 y 107
L/mol, mientras que los farmacos con baja o moderada capacidad de unién tienen un valor de
Kp entre 102 y 104 L/mol

La fraccién unida tiene valores comprendidos entre O y 1. Un valor de fu mayor de 0.9
significa un importante grado de unién a las proteinas, mientras que valores inferiores a 0.2

implican que la unién es escasa o practicamente inexistente20

Unién a tejidos

Kr
Farmaco unido Kp ) _ Kr
a proteinas Farmaco libre Receptor
plasmaticas en plasma l ’
Kg
Sitios de
eliminacién

Figura 4. Representacion esquematica de la disposicion del firmaco en el cuerpo. Donde Kp g 1,5 =
Constante de afinidad de las proteinas plasmaticas, de los receptores activos, de los tejidos y de los sitios
de eliminacion, respectivamente, del farmaco

La velocidad de eliminacién del farmaco varia de acuerdo a la depuracién intrinseca del
6rgano de eliminacién y el valor de la depuracién intrinseca también esta asociada con la
constante de afinidad del sistema enzimatico del fArmaco (Kg).

La cantidad del farmaco que alcanza el sitio de unién del receptor depende del valor
relativo de todas estas constantes de afinidad. Por ejemplo si Kt es significativamente mayor a
las demas constantes de afinidad significa que la mayor cantidad de faArmaco se encuentra
localizado en los tejidos y tendra un gran volumen de distribucién aun cuando la depuracién

sea potencialmente muy rapida. Aun cuando la Kk es alta la eliminacién es lenta porque el
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farmaco unido al tejido tiene lento acceso al higado, como pasa con muchos farmacos flujo
dependiente.

Debido a la complejidad de los procesos de equilibrio que regulan la disposicién del
farmaco, es dificil predecir las repercusiones de las interacciones farmaco- farmacos a nivel de
la uni6on a las proteinas plasmaticas en la respuesta farmacolégica, tomando en cuenta
Unicamente el proceso de desplazamiento, es esencial considerar la contribucién de la unién del
farmaco por las proteinas del tejido, las caracteristicas del proceso de eliminacién, es decir si es
saturable o no. Un cuadro méas complejo aparece cuando se trata de predecir la repercusion de
los cambios en la unién a las proteinas plasmaéticas inducidos por enfermedades ya que es
necesario tomar en cuenta la influencia de la enfermedad en (a) la unién del farmaco al tejido,
(b) la eficiencia de las rutas de eliminacién y (c) la respuesta farmacolégica (Tabla 3). Es
1mposible predecir las repercusiones de los cambios en la unién a proteinas sobre la respuesta
del farmaco sin una consideracién cuidadosa del efecto simultdneo de la condicién patolégica
sobre la unién a las proteinas plasmaticas y del tejido, sobre la eliminacién del fAirmaco y aun
mas importante sobre la respuesta misma del farmaco®°.

Algunos estudios indican que las etapas avanzadas de cancer estan asociadas con una
elevacién de la AAG y una disminucién progresiva de los niveles séricos de albimina, por otro
lado la reduccién del tumor por cirugia o quimioterapia reduce los niveles de AAGH®0,
Experimentos realizados con furosemida proporcionan pruebas de que los cambios en las
proteinas plasmaticas resultan en un cambio significativo en la respuesta farmacolédgica, sin
embargo la pregunta que debemos hacernos es, si cualquier cambio significara un ajuste de
dosis. Se ha observado que se puede obtener una respuesta normal a tolbutamida cuando su
unioén a proteinas plasmaticas es afectada, esto justifica que la alteracién del grado de unién a
proteinas plasmaéticas no necesariamente requiere el ajuste de la dosis.

La unién reversible de un farmaco a macromoléculas tales como proteinas es un proceso en

equilibrio, que puede describirse por la ley de accién de masas?20.

2.4.1. PROTEINAS PLASMATICAS

Aunque el plasma humano contiene mas de 60 proteinas2, la albuimina, la a-acido
glicoproteina (AAG) y lipoproteinas son consideradas las més importantes en la unién de
farmacos. (tabla 2).

La albuimina con una masa molecular de 69 kDa es la proteina plasmatica mas
abundante, el plasma contiene el 40% y el fluido intersticial el 60%61. 62; La mayoria de los
farmacos se unen de manera reversible. Aunque la albimina fija una gran variedad,
desempeifia un papel fundamental en la fijacién de farmacos 4cidos (aniénicos y catiénicos). La

concentracién normal sérica es de 35-50 g/ L 63,
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Tabla 2. Principales proteinas plasmaticas. ” pueden disminuir en pacientes con cincer. € se pueden
incrementar en pacientes con cancer

Proteina Farmacos que se unen | Peso Molecular Rango' normal de

Plasmatica a la proteina (KDa) Congentracmnes en plasma
(g/Litro) Molar
Albumina® acidos débiles y 69 35 - 50 5-7.5X10%
neutros
o-1-agge Basicos 44 04-1.0 09-2.2X10->
Lipoproteinas 200 — 3,400 Variable

Globulinas Basicos 140 25 Variable
Fibrogeno 400 3

Los farmacos basicos se unen principalmente a la al-acido glicoproteinas. La concentracion

de la AAG se puede ser afectada como consecuencia a una gran variedad de condiciones

patolégicas. La fraccién libre de ciertos farmacos bésicos puede disminuir en algunas especies

animales, después del tratamiento con inductores de enzimas. (Tabla 3).

Tabla 3. Factores que modifican la union de compuestos a proteinas

CAMBIOS ALBUMINA oc1-ACIDO GLICOPORTEINA LIPOPROTEINAS
. Edad (vejez), obesidad, infecciones
Tumores benignos C4
. 4ancer
Neurosis . ..
Paranoia Cirugia Pancreatitis

& Psicosis Estados Inflamatorios Alcoholismo
qgg . . Insuficiencia o falla Renal Antihipertensivos
g Esquizofrenia

. ) Transplante renal Embarazo.
=1 Deshidratacion 2 2 2
< N Neumonia, Estrés Dieta alta en colesterol
Ejercicio T . .
Tt Hipotiroidismo, Diabetes mellitus
Enfermedades obstructivas del higado.
Artritis reumatoide
Tumores malignos
Edad (neonatos y vejez)
En pacientes quemados.
Cirrosis

2 Enteropatias Edad (neonatos)

é’ Desnutricién Cirrosis Severa Hipertiroidismo
é Sindrome nefroético Sindrome nefrético Desnutricién
R Embarazo Anticonceptivos orales
A Insuficiencia renal Embarazo

Cirugia
Desnutricién
Hipertiroidismo
Trauma

2.4.2. METODOS PARA LA DETERMINACION DEL GRADO DE UNION A PROTEINAS

La dialisis al equilibrio, la ultrafiltracién, la ultracentrifugacién, la filtracién en gel, la

microdialisis, etc. son algunos de los métodos que han sido desarrollados para la medir de

manera indirecta el grado de unién de los farmacos a las proteinas plasmaticas. Los métodos

mas comunes son la didlisis al equilibrio y el de ultracentrifugacién porque los resultados se
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obtienen en un tiempo menor al de los demés y la preparacién de la muestra es de manera

simple. Las ventajas y desventajas de cada uno de ellos se resumen en la tabla No. 4 64,

Tabla 4. Ventajas y desventajas de los métodos utilizados en la determinacion indirecta del grado de

unién a proteinas®”

METODO VENTAJAS DESVENTAJAS
Tiempo para alcanzar el
equilibrio.
Considerada como un método Degradacion de proteinas de
estandar. union inestables.
Temperatura controlada. Posible unién del farmaco a
DIALISIS AL EQUILIBRIO Aparato de dialisis los componentes celulares.
comercialmente disponible. Dilucién de las proteinas
Técnica ampliamente plasmaticas.
utilizada. Volumen de Shift.
Uso de buffers y cambio de
pH.
Escaso volumen del
Utiliza pequenia cantidad de ultrafiltrado.
muestra Posible union del farmaco al
Técnica simple, rapida filtro o al Eppendor.
ULTRAFILTRACION (menos de 3Q min) y barata. Temperatura no contro‘lad‘a}.
Kits Comercialmente La constante de asociacién
disponibles del farmaco a la proteina
Ampliamente utilizada en la puede cambiar cuando esta
practica clinica. se concentra.
No necesita buffers.
La sonda de microdialisis
permanece durante toda la
MICRODIALISIS Determinacién “in vivo” experiencia.
Escaso volumen del
dializado
Temperatura no controlada
MICROSFERAS DE Téeni :mole v barat Unién  limitada a la
ALBUMINA sl B g e albimina
Poca relevancia fisiolégica

2.4.3. ULTRAFILTRACION

La ultrafiltracion fue introducida al mismo tiempo que la didlisis al equilibrio 65 pero, la

aplicacion rutinaria de la técnica fue posible hace poco gracias al mejoramiento del equipo y las

membranas.

La separacién fisica de farmaco libre y del farmaco unido se lleva a cabo al colocar

plasma afnadido del farmaco en estudio en una unidad de ultracentrifugacién, que consta de dos

compartimentos separados por una membrana semipermeable(ver fig 5) Estd membrana
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permitira el paso del agua plasmatica y de sustancias de bajo peso molecular, mientras las
moléculas de gran tamano, como las proteinas, quedaran retenidas, la filtracion es asistida por
una presién positiva generada por centrifugaciéon. La principal ventaja de la Ultrafiltraciéon es
la rapidez (aprox. 30 min) el cual es un criterio importante en situaciones de monitoreo clinico y
para farmacos inestables. Al igual que en la didlisis al equilibrio las propiedades de la
membrana y el volumen son importantes. La adsorcién de farmacos en la membrana es

problematica a bajas concentraciones, especialmente para los fArmacos lipofilicos.

Teodricamente, la concentracién del farmaco libre es constante en el ultrafiltrado y el
retenido, sin embargo una disminucién en la concentracién de farmaco libre en el retenido
induce la disociacién del farmaco unido. Para evitar este problema se recomienda que el

ultrafiltrado no exceda del 40% del volumen inicial.

Otra ventaja de la ultracentrifugacién es que las moléculas pequenas, por lo regular pasan
libremente a través de la membrana de ultrafiltracién, por lo que su concentraciéon debe ser la
misma en ambos lados de la membrana durante el proceso e igual en la solucién original. De
esta manera se deben producir cambios minimos en el microambiente (p. Ej. pH, fuerza iénica)

durante la filtracién®s.

Moléculas de proteinas y
de farmaco unido a

Farmaco disuelto proteinas
en plasma
Ca)
:D-'D'Qf Centrifugacion
Membrana Farmaco libre

semipermeable (ultrafiltrado)

Figura 5. Descripcion esquematica de la ultrafiltracion. Las moléculas de farmaco (®) no unidas a las
proteinas (0) y el agua plasmatica pueden pasar a través de un filtro semipermeable, mientras que las
moléculas unidas a las proteinas permanecen en el filtro.

En la actualidad hay una gran variedad de técnicas disponibles para la cuantificaciéon de
farmacos, incluyendo la cromatografia de liquido de alta resolucién (CLAR), la cromatografia de
gases, espectrofotometria, fluorometria, inmunoanalisis y métodos radioisotopicos. La eleccién

de alguna de estas técnicas depende de las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, de la
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concentraciéon a medir, de la naturaleza y cantidad del material biol6gico suero u orina, la

disponibilidad de los instrumentos, del costo del ensayo, etc.

2.5 CROMATOGRAFIA DE LIiQUIDOS DEL ALTA RESOLUCION

La cromatografia de liquidos es una de las herramientas preferidas sobre otras técnicas
por su alta especificidad, sensibilidad, su confiabilidad, la excelente separacion de los
componentes individuales derivados de una mezcla, etc ¢.

La CLAR permite identificar, separar y cuantificar los componentes de una mezcla de

compuestos, con un limite de deteccién del orden de nanomoles.

2.5.1 PRINCIPIO DE LA CLAR

La separacion de los componentes de una mezcla se realiza en base a su masa
(cromatografia de gel), su carga (cromatografia de intercambio iénico) o por su capacidad de
unirse a otras moléculas (cromatografia de afinidad)®s. En la cromatografia de Liquidos de alta
resolucién (CLAR) un soluto orgénico o inorgénico se reparte entre una fase mévil liquida y un
liquido organico adsorbido o enlazado a un soporte. Las dos fases mutuamente inmisibles
entran en contacto, la mezcla de la muestra que se pone en contacto con la fase mévil, produce
una serie de interacciones (particiones) repetitivas entre la fase estacionaria y la fase mévil a
medida que se desplaza por el sistema arrastrada por dicha fase mévil. Las interacciones se
basan en las diferentes propiedades fisicas de los componentes de la muestra, estas
interacciones determinan la velocidad de migracién de cada componente, bajo la influencia de
una fase movil que se desplaza a través de una columna que contiene la fase estacionaria. Los
componentes separados emergen en orden creciente de interaccién con la fase estacionaria. El
componente menos retenido es el primero en salir y el material mas fuertemente retenido es el
ultimo. La CLAR puede dividirse en dos tipos: Fase normal y fase reversa. La fase normal usa
una fase estacionaria polar y una fase moévil no polar, mientras que la fase reversa se basa en

una fase estacionara no polar y una fase moévil polar.

2.5.2 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO POR CLAR

El éxito de CLAR en el desarrollo de un método analitico, depende de la eleccién
correcta de las condiciones de operacién: El tipo empaque de la columna, (asi como su longitud
y diametro), la fase mévil, (su velocidad de flujo, temperatura de separacién), tamafo de la
muestra, etc. Para ello, es necesario contar por lo menos con las caracteristicas de solubilidad

del analito, sin embargo entre mas conozcamos la molécula mas facil sera decidir el mejor
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método para su andlisis. La estructura quimica, el peso molecular, el pKa, el comportamiento
redox, un anlisis preliminar por otras técnicas (espectro Uv-Vis o IR), la naturaleza del
andlisis, la estabilidad del farmaco, etc; es parte de la informacién que sera de gran
utilidad®9,70. La seleccién del sistema cromatografico liquido adecuado para cierta mezcla de

solutos no puede hacerse con absoluta seguridad sin recurrir a pruebas experimentales.

Uno de los principales problemas a los que se presenta el investigador al momento de
desarrollar un método es la seleccion de la columna, la mayoria de las separaciones que se
hacen actualmente usan cromatografia de fase reversa y fases de C8 y C18, ya que con ella se

obtienen la separacién deseada en la mayoria de los casos.

Otro parametro importante es la dimensién de la columna y el diametro de las
particulas del empaque. El tamafo de particula méas popular es de 5 pm dp, pero las particulas
de 3 y 3.5 pm se utilizan ampliamente. Columnas con tamafio de particulas pequenas generan
un alto numero de platos tedricos y alta presién. El solvente organico juega un papel
importante en el control de la selectividad en las separaciones de fase reversa. La
cromatografia de fase reversa nos permite seleccionar Metanol (MeOH), acetonitrilo (ACN) y

tetrahidrofurano (THF), cada uno de ellos tiene sus ventajas..

Si la muestra es un compuesto neutral, de preferencia se debe utilizar agua como fase
acuosa, sin embargo en el andlisis farmacéutico y muchas otras aplicaciones encontramos
frecuentemente compuestos i6nicos. Estos compuestos requieren que se mantenga controlado el
pH para obtener métodos reproducibles, si se mantiene completamente protonado o
completamente ionizados se obtendran mejores resultados, por lo tanto el pH de la fase mévil

debe ser al menos 1.5 unidades abajo o arriba del pKa.
Otros factores que se deben de considerar antes de iniciar el desarrollo del nuevo

método, es el control de la temperatura, pues puede afectar la selectividad. Algunas veces es

necesario algun reactivo de par i6nico o trietilamina.
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Tabla 5. Condiciones iniciales para el desarrollo del método por cromatografia de liquidos de fase

reversa
Separacion variable Seleccion inicial preferida
Columna
Dimensiones 150 x 4.6 mm
Tamano de particula 5 pm
. . De silica gel quimicamente unida ODS (C8 y
Fase estacionaria
C18)
Fase Moévil
Solventes A-B Agua- Modificador (MeOH, ACN,THF)
% de solvente Variable
Buffer Fosfa}to 25 mu (pH 2.5), acido trifuroacetico o
formico al 1%
Aditivos tales como reactivos par i6nico y
aminas
Velocidad de flujo 1 0 2 mL por min
Volumen de inyeccién
Temperatura 350C

2.5.3 OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO

Una vez que se ha obtenido exitosamente un sistema, se tiene un método preliminar el
cual debe ser optimizado con el objetivo de mejorar al maximo la separacién cromatografica.

En el proceso de optimizacién los pardametros cromatograficos a ajustar son: la
resolucién (R), el factor de capacidad (K), el nimero de platos teéricos (N) y el factor de
selectividad (o)

La resolucién ( R ) Es el parametro que expresa el grado de separacién de los
componentes de una mezcla, para lograr una buena R los picos deben alejarse tanto como sea
posible y sus anchos de base deben ser pequefios.

Un valor de 0.7 indica que los picos estan solapados y cuando el valor es igual o mayor
a 1.5, significa que los picos estan bien delimitados por lo que tendra una buena resolucién.

El factor de capacidad (K’) relaciona volimenes o tiempos de retencién de un

componente respecto a la fase movil. Es el cociente entre las probabilidades de encontrar una
molécula determinada de soluto en la fase estacionaria o en la fase mévil, o lo que es lo mismo,
el tiempo de permanencia de dicha molécula en la fase estacionaria y en la fase mévil. E1 K’ es
modificado al ajustar la fuerza de la fase mévil. El factor de retenciéon proporciona informacién
al analista acerca de la calidad de la separacion.

El nimero de platos teéricos (N). Es una caracteristica importante de la columna, pues

define la capacidad de la columna para producir picos anchos o angostos en otras palabras mide
la capacidad de la columna para separar los componentes. Entre mas angosto sea el pico,

mayor serd la eficacia de la columna y por lo tanto mayor el namero de platos teéricos?2.
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Factor de selectividad (a). Esta depende de la naturaleza de cada uno de sus

componentes, fase mévil, columna, de la afinidad de la muestra y el modo en que interaccionan
entre si. Dicho de otro modo la variacién de la resolucién deberda ser provista de una
modificacién mas o menos profunda en uno de sus componentes fundamentales del sistema

cromatografico, columna o fase mévil?.

2.6 VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

Al final el método analitico debe ser validado, para demostrar que este cumple con el
proposito para el cual fue disefiado, para garantizar el contenido de los analitos en las
muestras y cumplir con los requerimientos de cualquier agencia regulatoria, ya sea de la USP
(United States Pharmacopeia), la FEUM (Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos), la
FDA (Food and Drug Administration), ICH (Internacional Conference on Harmonization ) o la
ISO (Internacional Standar Organization) 7¢. De acuerdo a las organizaciones antes
mencionadas, la validacién de un método analitico debe cumplir con los parametros de:
linealidad, exactitud, precisién (repetibilidad y/o reproducibilidad) y especificidad, los cuales
son generados a partir del andlisis estadistico (o la comparacién de los pardmetros con un
limite estadistico que ya existe) de los resultados generados durante la validacién.

Cuando un farmaco se encuentra en las etapas de su desarrollo no es necesario realizar
todas las pruebas que comprenden la validacién. Muchos investigadores se concentran en
realizar las pruebas de: especificidad, de linealidad, de exactitud y precisién en la etapa
preclinica. Los estudios restantes se realizan cuando el farmaco alcanza la fase III, etapa en la

cual el farmaco tiene una alta probabilidad de ser un producto comercial®9.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

3.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Cas IIgly compuesto de coordinacién, ha mostrado tener actividad antineoplasica en
los ensayos exigidos dentro del panel del cernimiento sugerido por el Cancer Institute de los
Estados Unidos de América en varios sistemas de prueba tanto in vivo como in vitro, incluso en
lineas celulares resistentes al cisplatino. Por otro lado se ha demostrado que la Cas Ilgly, es

menos téxica que el cisplatino hacia las células sanas 4275,

Esto hace a la Cas IIgly una fuerte candidata a ser utilizada como agente terapéutico en el
tratamiento contra el cancer. Sin embargo antes de iniciar las pruebas clinicas en humanos las
autoridades regulatorias (FDA), exigen realizar una serie de pruebas de laboratorio, en
diferentes especies animales en las primeras etapas del desarrollo del farmaco’77, con la

finalidad de demostrar que la nueva molécula es segura y eficaz.

Por lo mencionado anteriormente se justifica continuar con el estudio del grado de unién a
las proteinas plasmaéticas como prueba biofarmacéutica la cual permitird conocer la
concentracion de farmaco libre que es uno de los factores que regula la distribucién del farmaco

en el organismo.

Debido a que la Cas Ilgly es una molécula de reciente creacién, hasta el momento no se
cuenta con suficiente informacién ni métodos analiticos en fluido biolégico que nos permitan su
analisis, por lo tanto, es necesario el desarrollo, la optimizacién y la validacién de una técnica
adecuada para la cuantificaciéon del farmaco y la aplicacién de este en el estudio de el grado

unién a proteinas plasmaéticas
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3.1.1 HIPOTESIS

Debido a que la Casiopeina Ilgly es una molécula compleja que contiene un croméforo
en su estructura, con un peso molecular de 407.87 g/ mol y que es una molécula hidré6foba, se
considera una buena opcién la cromatografia de liquidos de fase reversa, empleando un
detector UV para la cuantificaciéon de esta molécula, por su simplicidad de uso, robustez y

confiabilidad

Por otro lado se espera que la Cas Ilgly se una en un alto grado a las proteinas

plasmaticas debido a que presenta un volumen de distribuciéon pequerio.
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OBJETIVOS Y DISENO EXPERIMENTAL

4.1 OBJETIVOS

e Determinar la solubilidad y estabilidad de la Casiopeina IIgly para llevar a cabo los estudios de

union a proteinas plasmaticas.

e Desarrollar, optimizar y validar el método analitico por CLAR para cuantificar la Casiopeina

IIgly en albtmina, plasma humano, de rata y perro.

e Determinar el grado de unién a proteinas plasmaticas totales y albimina de la Casiopeina Ilgly,
experimentando con diferentes concentraciones de farmaco, utilizando la técnica de

Ultrafiltracién.
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4.2 PARTE EXPERIMENTAL.

MATERIAL

Filtros Amicon Ultra - 4 PLGC los cuales contienen una membrana de baja unién de celulosa regenerada

con un cut-off de 5, 000 MW.

4.2.1 EQUIPO.

Espectrofotémetro marca Agilent.

Desionizador Milli Q Water System, Milipore No. 01395 - C, Millipore Corporation.
Potenciometro Termo Orion. Modelo: 410.

Sonicador Fisher Scientific FS60

Vortex Thermolyne, Mod M16715.

Centrifuga Refrigerada, Thermo IEC, modelo: Micromax RF.

Centrifuga Eppendorf. Mod.5416

Equipo para filtracién de disolventes, Millipore

Congelador Lab-Line, Frigid-Cab. Cat No. 3552, temperatura — 20 °C.

El sistema cromatografico utilizado, fue un cromatégrafo de liquidos Agilent serie 1100 de Agilent
Technologies, que consta de una bomba cuaternaria (G1311A), un inyector automético (G1313 A), un
desgasificador (G1322A) y un detector de arreglo de diodos (DAD) (G1315B). El control del instrumento,
la adquisicién y manejo de los datos se realizé con el software Chemstation. Para llevar a cabo la

separacién de los analitos se utilizé una columna de fase reversa la cual se protegié con una precolumna.

4.2.2 REACTIVOS

Casiopeina IIgly, proporcionada por la Dra. Lena Ruiz Azuara.
Metanol grado HPLC. Tecnolab.

Hexansulfonato de sodio. Grado HPLC. Regis Technologies, Inc.
Agua grado HPLC

Acetonitrilo grado HPLC. Tecnolab.

Tetrahidrofurano grado HPLC

Acido acético glacial grado reactivo. T.J Baker

EDTA. R.A. Técnica Quimica, S. A
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4.2.3 MATERIAL BIOLOGICO.

Plasma humano donado por el Instituto Nacional de Cancerologia.
Plasma de perro y rata, donado por la Unidad de Experimentacién Animal.

Albtimina Bovina. Sigma Chemical Co.

4.2.4 SOLUCIONES.

Solucién Stock de Casiopeina Ilgly de 1000 ug/ml

Solucién de Casiopeina Ilgly de 100 pg/ml

Solucién de albtimina, 45 mg/ml.
Solucién de Tween 20 al 0.25 %.

4.3 PRUEBA DE SOLUBILIDAD

La prueba de solubilidad de la Casiopeina Ilgly se realizé de acuerdo a la prueba de solubilidad,
establecida en la FEUM 78 ver tabla No 6. La muestra se agité con un vortex durante 30 segundos a

intervalos de 5 minutos durante 30 minutos a una temperatura de 25 °C 79,

Tabla 6. Determinacion de la solubilidad de la molécula en diferentes disolventes organicos

Términos Partes del disolvente en volumen
requerida para una parte del soluto
Muy soluble Menos de una parte
Soluble De 1 a 10 partes
Poco Soluble De 11 a 30 partes
Ligeramente Soluble De 31 a 100 partes
Muy ligeramente soluble De 101 a 1000 partes
Casi insoluble Mas de 1000 partes

4.4 ESPECTRO DE ABSORCION

Para determinar el espectro de absorcién de la Casiopeina Ilgly, se preparé una muestra (0.5
mg/mL) en una solucién de metanol/agua 50:50 y posteriormente se hizo un barrido de 200 a 700 nm en

un espectrofotometro UV/Vis utilizando una celda de lcm.

4.5 ESTUDIO DE ESTABILIDAD PRELIMINAR DE LA MUESTRA ANALITICA.

Para la determinacién de la estabilidad de la Cas Ilgly, durante su manejo, almacenamiento y

procesamiento; se prepard por triplicado una muestra de Cas IIgly con una concentraciéon de 5 pg/mL en
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una solucién de MeOH/H20 50:50. Después se midi6 la absorbancia inicial de cada muestra a una
longitud de onda de 273 nm. Se fraccioné cada una de ellas en 3 porciones las cuales se almacenaron
bajo distintas condiciones (refrigeracién y protegidas de la luz, temperatura ambiente y expuesta a los
rayos solares) durante un tiempo de acuerdo a lo establecido en el protocolo ( 1hr, 24 hrs, 3er dia, 10 dia,
15 dia y 21 dias). Una vez trascurrido el tiempo las muestras se reanalizaron bajo las mismas
condiciones de operacién utilizando una curva de referencia recientemente preparada.

Los resultados fueron analizados utilizando los métodos estadisticos apropiados. Uno de ellos es la
obtencién de intervalos de confianza que describen la diferencia de los resultados de cada una de las
condiciones, respecto a los resultados iniciales, basados en la distribucion “t” de Dunnetts°,

Criterio de aceptacion.
a) Su intervalo de confianza incluye el valor de cero.

b) di< 2%, para métodos cromatograficos.

4.6 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO DE LA CASIOPEINA IIGLY.

En el desarrollo del método analitico para identificaciéon y cuantificacién de la Cas IIgly en las
diferentes matrices, se probaron diferentes tipos de columnas de fase reversa C8 y C18 de diferentes
longitudes y tamanos de particula. Se probaron diferentes fases modviles las cuales se prepararon con
diferentes solventes orgénicos (metanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano) y agua o algtin buffer en
diferentes proporciones y velocidades de flujo. Las longitudes de onda que se utilizaron fueron 254 nm
(pico maximo de la Casiopeina IIgly) y 273 nm, y se hizo un barrido con el detector de arreglo de diodos.

Dichos experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

Para llevar a cabo la extraccién de la muestra se probaron diferentes tipos de filtros, los cuales
contenian un tipo diferente de membrana, con el fin de elegir aquel que tuvieran una membrana en la

que la Cas Ilgly no se adhiera o fuera minima.

Una vez que se determinaron las condiciones cromatograficas y el método de extraccién para la
cuantificacién del ultrafiltrado de la Cas IIgly se procedié a optimizar y validar el método de acuerdo a

los métodos bioanaliticos en la guia de la FDA.

4.7 OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO.
4.7.1 ADECUABILIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION.

Con el propésito de asegurarnos de que el cromatégrafo funcionaba apropiadamente,

independientemente de las condiciones ambientales se midié su adecuabilidad. Para esto se preparé una
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muestra de Casiopeina IIgly y se inyecté6 por quintuplicado a diferentes tiempos y finalmente se

evaluaron los siguientes parametros cromatograficoss!:

1) Respuesta del analito. El Coeficiente de Variacién (CV) debe ser menor de 2.0 %
2) Retencién relativa (Rr)

3) Factor de coleo (T). El cual no debe ser mayor de 2

4) No. de platos teéricos (N).

5) Resolucién. El cual debe ser mayor de 2

4.8 VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

4.8.1 SELECTIVIDAD.

Para confirmar que el método desarrollado es capaz de cuantificar inicamente a la Cas Ilgly sin
que exista interferencia de los componentes endégenos o exdgenos se prepararon blancos de albiimina
bovina, de plasma humano, de rata y de perro, y muestras Cas Ilgly, Busulfan, 5-fluorocilo, taxol o
cisdiaminodicloroplatino, las cuales fueron aforadas con alguna de la matrices y analizadas de acuerdo

al método analiticos2.

4.8.2 LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Para asegurarnos de que los resultados obtenidos directamente o por una transformacién
matematica definida, son proporcionales a la concentraciéon de la Cas IlIgly dentro de un intervalo
determinado, se prepar6 por triplicado 1 curva de calibracién utilizando 6 diluciones, preparadas de
manera independiente en el intervalo de concentraciones de 2 a 50 pug/mL y se midi6 la respuesta
analitica bajo las mismas condiciones de operacién. La linealidad del sistema se prob6 2 dias.

Criterios de aceptacién:
a) El coeficiente de determinacién de la relacién lineal simple, debe ser mayor a 0.99.

b) Elintervalo de confianza de la pendiente (IC ) (B1). No debe incluir el cero &,

4.8.2.1 TRATAMIENTO DE CARTUCHOS DE ULTRAFILTRACION AMICON Y PUNTAS DE

MICROPIPETAS CON TWEEN 20 AL 0.25%.

El presente tratamiento se realizé con la finalidad de evitar que la Cas IIGly se absorbiera a la

membrana del filtro de ultrafiltracién.
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Se colocé 1 ml de la solucién de tween 20 en los filtros Amicon (Cut off 5000) y se centrifugd
durante 15 minutos a 5,000 rpm, posteriormente se desechd la solucidén y se repitid esta operacién tres
veces mas. Las puntas se dejaron remojando en esta solucién por lo menos durante 10 minutos.

Finalmente se deseché la solucién.

4.8.3 PRECISION DEL SISTEMA (repetibilidad).

El grado de concordancia de los resultados analiticos obtenidos dentro de una serie de
mediciones efectuadas en una misma muestra homogénea bajo las mismas condiciones de operacién
(mismo analista, mismo dia, mismo laboratorio etc) se determiné utilizando los datos de la linealidad,
calculando el CV para cada nivel de concentracién.

Criterio de aceptacion: CV < 1.5%

4.8.4 LINEALIDAD DEL METODO

La linealidad del método se determiné al analizar 3 muestras (40, 20 y 4ug/mL) preparadas por
quintuplicado de Cas Ilgly en agua. De acuerdo a la NOM —17783, la concentraciéon de dichas muestras
debe de estar dentro de la curva, pero, deben ser diferentes a los puntos que conforman la curva.
Después se colocé 1 mL de cada una de las muestras en un tubo de ultracentrifugacion Amicon, el cual
fue previamente acondicionado con tween 20. Posteriormente se centrifugaron durante 30 min a 5,000

rpm y finalmente el filtrado se colocé en un vial &mbar y se realizé el analisis en el cromatdgrafo.

Se comparé la cantidad de fairmaco que se obtuvo de una curva preparada con muestras filtradas
con una sin filtrar con la finalidad de conocer la cantidad de farmaco que se pega al filtro y a la

membrana de este.
Criterios de aceptacion.

Cantidad adicionada vs cantidad recuperada: m ~ 1, B =0, y r2 >0.98.

4.8.5 PRECISION DEL METODO.

4.8.5.1 REPETIBILIDAD.

Para determinar la variabilidad en un mismo dia se analizaron las muestras utilizadas para la
linealidad del método.

Criterio de aceptacion: E1 CV no debe ser mayor del 15%83.
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4.8.5.2 REPRODUCIBILIDAD INTRALABORATORIO.

Para determinar la variabilidad en diferentes dias se analizaron una vez al dia 15 muestras durante
dos dias diferentes.
Criterio de aceptacion.

E1 C.V no de ser mayor del 15%.

4.8.6 EXACTITUD.

La concordancia que existe entre un valor obtenido experimentalmente y el valor considerado como
verdadero, se expresa como el porcentaje de recobro obtenido al analizar las muestras a las que se les
adicioné cantidades conocidas del analito. Para el estudio de la exactitud se empleé el método de
recuperacion, mediante la preparacién de muestras con diferentes concentraciones de Casiopeina Ilgly
Simultdneamente, se analizaron la linealidad del método y el intervalo. El analisis se realizdé por
triplicado.

Criterio de aceptacién: El valor promedio de las determinaciones en cada nivel de concentracién de los

datos de repetibilidad y reproducibilidad deben estar dentro 15% del valor nominal de concentracién 8.

4.8.7 ESTABILIDAD

La conservacién de las muestras es un factor critico en la evaluacién del método, pues es frecuente
que en una corrida en la que se analizan varias muestras haya algin tipo de retraso o que el analisis de
realice durante toda la noche. Se considera que no existen problemas si los resultados obtenidos en esta
prueba, en los diferentes tiempos de andalisis, no difieren de los obtenidos con las muestras analizadas
inmediatamente en mas de un 20% o el intervalo de confianza incluye el valor de cero. En esta prueba se
examiné durante 24 hrs una muestra de Cas II gly la cual permanecié en el automuestreador durante

dicho periodo 0.
4.8.8 LIMITE DE DETECCION (LOD).

Para conocer la concentracién minima que proporciona una sefial detectable, se cuantificé el

nivel del ruido del sistema cromatografico y se multiplicé por 3.

4.8.9 LIMITE DE CUANTIFICACION (LOQ).

Es la concentracién minima en la cual el método analitico es lo suficientemente preciso y exacto
para dar un estimado satisfactorio de una muestra desconocida. El LOQ se define como la concentracién

mas baja que esta incluida en la curva de calibracién.
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Criterio de aceptacién: El valor promedio debe caer dentro del + 20% del valor nominal con un

coeficiente de variacién no mayor del 20%.

4.9 DETERMINACION DEL GRADO DE UNION A PROTEINAS PLASMATICAS DE LA

CASIOPEINA IIgly, POR EL METODO DE ULTRAFILTRACION.

4.9.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS EN: ALBUMINA, PLASMA HUMANO, PLASMA DE
PERRO Y DE RATA.
ALBUMINA

Durante el analisis del grado de unién a proteinas de la Casiopeina IIgly a albtmina, fue
preparada una solucién de albimina de 45 mg/mL, concentracién equivalente a la que se encuentra en el
organismo humano. Por triplicado se prepararon muestras de Cas IIgly cuya concentracién final fue de

50, 25 y 15 ug/ml las cuales fueron aforadas con la solucién de albtimina

PLASMA DE DIFERENTES ESPECIES.

En primer lugar se realizé, la filtraciéon de cada uno de los tipos de plasma con el objeto de
limpiarlo lo mas posible. Por otro lado en un matraz se colocé la cantidad adecuada de Cas Ilgly para

obtener las concentraciones requeridas (15, 25 y 50 pg/ml) y finalmente se aforaron con el plasma.

Se seleccionaron las concentraciones de 15, 25 y 50 pg/ml porque el método es sensible en este

intervalo.

4.9.2 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Una vez preparadas las muestras de la Cas Ilgly, en albimina o plasma, se agitaron con un vortex
durante 10 segundos y se incubaron a 37° C durante 30 minutos. Posteriormente se coloc6 1 mL de cada
muestra en los filtros de ultracentrifugacién Amicon los cuales fueron previamente tratados con tween
20, al 0.25 % y se centrifugaron a 5,000 rpm durante 30 minutos a 37°C84 Fig 6.

Finalmente se inyectaron 50 pl. del ultrafiltrado en la columna de fase reversa, el cual fue
monitoreado a una longitud de 273 nm. La corrida se llevé a cabo con una fase mévil isocratica a una
velocidad de flujo de 1 mL /min.

Por otro lado se prepard una curva patrén en agua, la cual se corri6 bajo las mismas condiciones

cromatograficas.
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La fraccién libre del fArmaco (Fr) se calculd con la siguiente férmula:

@)

(Fu=——
Cl+Cu
Donde:

Cl = Concentracién de farmaco libre.

Cu = Concentracién de farmaco unido

Solucion stock de Cas ligly
(MeOH/H20 50:50)

A A Y A
Albumina Plasma Plasma de Plasma de
Bovina Humano perro rata
A Y
Agitar 30 seg e incubar a 37 °C durante 15
> min <
Y

Colocar 1 ml de la muestra en los
cartuchos Amicon

Y
Centrifugar durante 30 minutos a 5000 rpm

Y

Inyectar 50 yl del ultrafiltrado
en el HPLC

Figura 6. Diagrama de flujo del tratamiento de las muestras de albimina, plasma humano, de perro y de rata.

40



CAPITULO V

RESULTADOS Y
ANALISIS DE RESULTADOS

41



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 SOLUBILIDAD DE LA CASTOPEINA II.

Tabla 7. Resultados de solubilidad de la Cas IIgly en los diferentes disolventes organicos

MeOH/Agua Sol. Amortiguadora de
MeOH | EtOH Agua ACN | THF
(50:50) fosfatos

Muy soluble X X X

Soluble X

Poco Soluble

Ligeramente

soluble

Muy ligeramente

soluble

Casi insoluble X X

De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla No. 7. la Cas Ilgly es una molécula
facilmente soluble en metanol y agua, ligeramente soluble en una solucién de fosfatos y casi

insoluble en ACN y THF.

5.2 ESPECTRO DE ABSORCION.

El espectro de absorcién ultravioleta/ visible de la Casiopeina IIgly (0.5 mg/mL) en
solucién de metanol/agua 50:50 mostrd dos picos maximos uno a 209 y el otro 273 nm y un pico

minimo a 248 nm Ver fig. No 7.
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Figura 7. Espectro de adsorcion de las Cas IIgly en metanol / agua (50:50) a temperatura ambiente.
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5.3 ESTABILIDAD.

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

En la tabla 8 se presentan los resultados en los que se evalué la estabilidad de la

Casiopeina Ilgly preparada en una solucién de metanol/agua 50:50 bajo diferentes condiciones.

Los limites de confianza de la muestra que se encuentra en condiciones de refrigeracién y

oscuridad incluyen al cero, esto significa, que la Casiopeina IIgly es estable inicamente bajo

estas condiciones.

Tabla 8. Resultados de absorcion de la Cas IIgly en condiciones de refrigeracion, ambiente y expuestas

a la luz.*LSC Limite superior de Confianza, **LIC Limite inferior de confianza

Condicién /Tiempo ler 24 horas Dia 3 Dia 10 Dia 15 Dia 21
Refrigeracion LSC* 0.255 1.058 5.713 6.424 2.569 4.722
LIC** -3.864 -6.069 -6.908 -3.319 -5.401 -10.011
Ambiente LSC. -3.202 -3.715 -0.372 _ _ _
LIC -6.286 -6.632 -7.915
Luz LSC. -14.220 -21.652 . . . _
LIC -29.933 -21.652

Por el contrario en la fig No. 8, se observa claramente un cambio drastico en la absorbancia

de la muestra que se expuso a la luz, desde la primera hora de su analisis lo que significa que

la Cas Ilgly es una molécula fotosensible.

%
3

Estabilidad de la muestra

—&— Refrigeracion y

oscuridad
—l— Ambiente

—/—Luz

200

Horas

400

Figura 8. Estabilidad de la muestra en una solucion de metanol agua 50:50.
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5.4 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO.

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Durante el desarrollo del método cromatografico se probaron varias fases moéviles las cuales fueron preparadas con diferentes solventes

orgénicos a diferentes proporciones con diferentes tipos de columnas a diferentes velocidades de flujo y voliimenes de inyeccién (ver tabla

No 9).

Tabla 9. Condiciones cromatégraficas probadas durante el desarrollo del método analitico para la cuantificacion de la Cas IIgly por Cromatografia de

Liquidos de Alta Resolucion.

Fase mévil Longitud de . Vol de Columna Velomo’l'ad tr Comentarios
onda inyeccion de flujo
MeOH/H20
50:50 0.8 mL
. C18 symetry 250 x 4 -om No
80:20 273y 209 nm 100 ul mm waters 0.9 detectado
60:40
20:80
ACN/H:20
973 y 254 nm 100, 50, 15 C18 symetry 250 x 4 0.8 mL No
(50:50) ul mm waters detectado
MeOH/PO4
40:60 273y 254 nm | 100:50.15 | C18symetry 250x4 ) g opoq | No
ul mm waters detectado
60:40
MeOH/H=20
273 y 254 nm 100 y 50 pl C18 symetry 250 x 4 0.7 ml 8.6 Pico con hombros
58:42, pH 4.0 mm waters
MeOH/H2:0/ACN 273 y 254 nm 100, 50, 15 C18 symetry 250 x 4 Diferentes Cortos Tr
ul mm waters
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Diferentes pH’s acidos
MeOH/H20/ACN
273 y 254 nm 15 ul Econosphere NH: 5 u, 0.7 mL 4 minutos Hombro ligero
72.5:24:3.5, pH 3.0 150 x 4.6 mm
MeOH/H20/ACN (70:26.5: 3.5) Zorbax SB C18 4-6 x .
pH 3.0 273 y 254 nm 100 250 mm, 5 1 mL 2.1 Pico muy coleado
MeOH/H20/Hexansulfonato de Zorbax SB C18, 250
sodio 5 ym 72:25:3, pH 3.0 273 y 254 nm 15 ul mm 1 mL 2.554 Tr corto
MeOH/H:20/Hexansulfonato de C18 symetry 250 x 4 . .
sodio 5 ym 72:25:3, pH 3.0 273 y 254 nm 15,50 y 100 mm waters 15, 50 2.6 Pico retenido
MeOH/Hexansulfonatq 0.008 M 273 y 254 nm 15 Nucleosil NH2 0.7 .1’7 Pico coleado
Diferentes proporciones minutos
MeOH/Hexansulfonato de sodio . .
0.003 M (50:50) 254 nm 50 Termo Hypersil 1 mL 2.3 Pico chato
MeOH/H:0 pH 3.0 ) ) )
- 273 y 254 nm 50 Grom sil Amino 0.7 mL 2.095 Pico perfecto
Phenomenex Luna 5u
Hexansulfonato de 100, 50, 15 . .
sodio)/(metanol) 45:55 pH 3.35 273 y 254 nm ul C18(2) i%Orfn;ie 250x | 1,1.5mL 7 Pico retenido
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al estar en plasma. En los 5.4.1 OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO

Los mejores parametros cromatédgraficos se obtuvieron con las siguientes condiciones
cromatograficas:
Columna: Phenomenex Luna 5u C18 (2) 100 A de 250 x 4.6 mm, protegida por una precolumna
Phenomenex de 4 x 2 mm.
Fase mévil: (EDTA / Hexansulfonato de sodio)/(metanol) 45:55 pH 3.35
Velocidad e flujo: 1 ml/min.
Longitud de Onda: 273 nm.
Volumen de Inyeccién: 50 pl.

Con esta concentraciéon de EDTA en la fase moévil la Casiopeina Ilgly es retenida lo
suficiente y se evita que el pico salga al mismo tiempo que algin pico del plasma. Por otro lado
el tiempo de corrida no es muy largo. El control del pH en la fase acuosa de la fase moévil es

importante, de lo contrario hay problemas de resolucién de picos o de coleo.

5.5 VALIDACION DEL METODO ANALITICO.
5.5.1 ADECUABILIDAD

CV< 2

Factor de coleo (T). = 1.013
No. de platos teéricos por metro (N). = 22622.
Resolucién = 3.069

5.5.2 SELECTIVIDAD

En la figura 9 se presentan los cromatégramas obtenidos al analizar los blancos de agua,
los blancos de plasma, albumina y fase mévil, asi como las muestras anadidas con Cas Ilgly y
otros fArmacos, en ellos se observa que las impurezas o sustancias endégenas de la albiumina
bovina cuyo tr =1.9 min o de alguno de los blancos no interfieren con la determinacién de la
Casiopeina Ilgly, la cual mostré un tr de 6.8 minutos al encontrarse en agua y de 8.0 minutos
al estar en plasma. En los cromatégramas generados en el analisis de Busulfan, 5-fluorocilo,
taxol o cisdiaminodicloroplatino se observé un pico hombreado con Tr de 2.0. Finalmente esto
significa que el método no interfieren en la determinacién de la Cas Ilgly. La resolucion entre

los picos presentes en cualquiera de las matrices y nuestro pico de interés es mayor de 2.
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a) b)
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Figura 9. Selectividad del método analitico para la cuantificacion de la Cas Ilgly. a) En el Blanco de agua solo se
observa un pequeiio pico negativo entre los 2 y 3 minutos b) Agua +Cloranfenicol (tr=5.4 min)+ Cas Ilgly (Tr =
6.8). ¢) El blanco de albiumina bovina muestra un pico entre el minuto 1.5 y 2.2 . d) al agregar Cas lIgly a una
solucion de albiumina bovina, se observa un pico a los 6.8 minutos en el cual no se encontro6 ningin otro pico. e) En
el blanco de plasma humano se observan 3 picos el primero a los 2.3, el 2do a los 2.6 y el 3 ero a los 5.063 minutos
d) Al agregar una muestra de Cas IIgly al plasma se observan 2 picos adicionales a los 5.3 y 8.023 min, los cuales
no se enciman con los picos del plasma.
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5.5.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA.

La linealidad del sistema fue evaluada al analizar las 3 curvas preparadas en
soluciones acuosas de Casiopeina Ilgly en el rango lineal de 2 a 50 pg/mL, obteniéndose un
coeficiente de correlacién promedio de 0.9992. La ecuaciéon de la regresién lineal obtenida
mediante un andlisis de regresién por minimos cuadrados fue: y = 99.904X - 130.85 y el

intervalo se confianza se encuentra entre: 98.2773 y 101.53. Ver figura 10.

Dado que el coeficiente de correlacién es mayor de 0.99 y que el intervalo de confianza

no incluye el cero se considera un sistema lineal en el intervalo de concentraciones de 2 a 50

pug/mL.
LINEALIDAD DEL SISTEMA
6000 -
— 5000 7 y = 99.904x - 130.85
::(: 4000 - R? = 0.9992
£ 3000 |
8 2000
< 1000 -
0 v T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Concentracién ng/ml

Figura 10. Linealidad del sistema para la cuantificacion de Cas IIgly en plasma.
5.5.4 PRECISION DEL SISTEMA.

Los coeficientes de variacién en porciento obtenidos para cada nivel de concentracion se
presentan en la tabla No. 10, donde se observa que el valor méas alto obtenido es 1.4 %. Por lo

que se considera un sistema preciso ya que el limite es de 2%.

Tabla 10. Resultados de Precision del sistema

Area Prom.

Conc. (ug/ml) N=3 %CV
2 119.3 0.9
10 876.3 1.3
15 1317.5 1.2
25 2365.2 14
35 3302.8 1.1
50 4920.6 0.5
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5.5.5. LINEALIDAD DE METODO.

En la tabla No. 11, se muestran los resultados de linealidad del método analitico, obtenidos
de las 3 curvas de calibracién trabajadas con 6 puntos. En esta figura se observa una r2 de

0.998, este resultado es aceptable.

LINEALIDAD DEL METODO
50 -
y =0.9718x - 1.6705
= 407 R? = 0.9983
*
)
< 30 -
£
s 20 -
<
< 40|
0 T T 1
0 20 40 60
Concentracion pg/mi

Figura 11. Linealidad del Método la cuantificacion de Cas IIgly en plasma
Tabla 11. Repetibilidad del método analitico para la cuantificacion de la Cas Ilgly.

Conc. en % RECUPERADO
ug/ml Mta 1 Mta 2 Mta 3 Mta 4 Mta 5 Prom. |Desvest| %C.V
4 87.20 87.49 83.83 85.46 86.32 86.06 1.4 1.7
20 89.19 89.17 92.14 91.38 92.13 90.80 1.5 1.6
40 98.89 99.54 98.34 98.34 98.00 98.62 0.6 0.6

5.5.6 PRECISION (REPETIBILIDAD)DEL METODO Y PORCENTAJE DE RECOBRO

La evaluacion de estos parametros, asi como el de la exactitud, se realizé utilizando los
resultados obtenidos de las muestras control (Tabla 11), en la cual se observa que % CV es
menor a 15% lo que implica que el método es preciso. Al interpolar los datos de las muestras
control en las curvas del sistema Vs las curvas del método, se obtiene un porcentaje de 98.6 a

86.06, obteniéndose un promedio de 91.83 %.

5.5.6.1 REPRODUCIBILIDAD

La reproducibilidad del método analitico fue evaluada durante dos dias diferentes por un
mismo analista (Ver tabla No. 12). El método analitico se considera reproducible, dado que el

CV no fue mayor del 10% al comparar los resultados de ambos dias en el rango de
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concentraciones estudiado. Lo que llama la atencién es que el CV es mas alto en la muestra de

mayor concentracién en el dia 2.

Tabla 12. Reproducibilidad intralaboratorio del método analitico de la Cas Ilgly.

Conc. en % RECUPERADO

ug/ml | Mta1 Mta 2 Mta 3 Mta 4 Mta 5 Prom. |Desvest| %C.V
4 87.20 | 87.49 83.83 85.46 86.32 86.06 1.4 1.7
Dia 1 20 89.19 | 89.17 92.14 91.38 92.13 90.80 1.5 1.6
40 98.89 | 99.54 98.34 98.34 98.00 98.62 0.6 0.6
4 87.38 | 87.04 86.83 88.08 88.01 87.47 0.5 0.6
Dia 2 20 87.41 87.98 85.84 88.36 88.18 87.55 0.7 0.9
40 92.27 | 94.24 90.17 93.24 93.14 92.61 1.5 1.6

5.5.7 EXACTITUD.

De acuerdo al criterio de aceptacién de la seccion 4.8.6, el valor promedio de cada nivel
de concentraciéon se encuentra dentro de los limites de aceptacién que se muestran en la tabla

No. 13.

Tabla 13. Exactitud del método analitico para la cuantificacién de la Cas Ilgly.

CZEC' RESULTADOS EN pg/ml
ug/ml Mta 1 Mta 2 Mta 3 Mta 4 Mta5 | Prom. | %DEA
4 396 398 393 393 392 | 394 | 0.014
20 | 17.44 1750 1677 17.09 17.26 | 17.21 | 0.139
40 | 3568 3567 36.86 36.55 36.85 | 36.32 | 0.092

Por lo tanto los resultados demuestran una exactitud y precision aceptables del método

de Cas Ilgly ya que el DEA es menor del 2%

5.5.8 ESTABILIDAD (Estudio de conservacién de las muestras).

El intervalo de confianza contiene el cero, por lo tanto, de acuerdo a la prueba “t” de Dunnett,

la muestra es estable durante el tiempo que dur6 el estudio. Ver tabla No. 14.

Tabla 14. Resultados de estabilidad de las muestras de Cas IIgly que permanecieron dentro del inyector
durante 8 hrs.

Tiempo de
almacenamiento en LIC LSC
el inyector (hrs)
2 -11.8688 20.5983
4 -10.6217 21.8454
6 -8.92404 23.543
8 -9.35359 23.1134
16 -8.36863 24.0984
24 -7.53028 24.9368
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5.5.9 LIMITE DE CUANTIFICACION (LOQ).

El limite de cuantificacién se basa en la concentracién minima cuantificable y validada, en este

caso es la concentracion mas pequenia de la curva de calibracién es decir de 2 pg/mL

5.5.10 LIMITE DE DETECCION (LOD).

Este se basa en 3 veces el nivel del ruido que correspondié a una mabs de 0.106 que

corresponderia a una concentraciéon de 0.031 mabs.

5.6 UNION A PROTEINAS.

5.6.1 DETERMINACION DEL GRADO UNION A LA MEMBRANA Y AL FILTRO DE
ULTRACENTRIFUGACION.

El grado unién de las Cas Ilgly a los filtros de ultrafiltracién fue menor del 12 %, lo cual
indica que el filtro no influyen la estimacién de la fraccién unida y por lo tanto el error es
despreciable

El rango de concentraciones de trabajo fue seleccionado por su limite de cuantificacién

De acuerdo a los resultados de la tabla No. 15 a), el del grado de unién de la Cas Ilgly en la
albumina Sérica Bovina fue del 96.81 al 98.12 %, en el rango de concentracién trabajado. No
fue posible determinar la constante de afinidad ni el nimero de sitios de unién de la Cas Ilgly,

ya que no contamos con el nimero suficientes de datos, que nos den un resultado confiable.

El porcentaje de unién de la Casiopeina Ilgly al plasma humano, de rata y perro es de 95.18,
88.68 y 72.78% respectivamente (Tabla 14. b, ¢ y d). Lo que significa que el grado de unién a las
proteinas plasmaticas es alto en humanos y ratas y por lo tanto tiene gran importancia clinica,
ya que su distribucién estara centrada en la circulaciéon sanguinea actuando como un depdésito
del farmaco. En el caso del plasma de perro el grado de unién que se presenta es bajo, por lo
que se considera poco probable que haya problemas de intoxicacién, interaccién, ete, debido a
que el farmaco va a estar distribuido en circulacién sanguinea y tejidos u érganos a los que

pueda llegar el farmaco libre.
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Tabla 15. Resultados del grado de union de la cas IIgly a la albiumina bovina y a las proteinas
plasmaticas humanas, de perro y rata. En diferentes concentraciones (n=3)

. a) MUESTRAS EN ALBUMINA

Conc. de

Conc de

Conc. de , , %de
. Farmaco Farmaco ,
casiopeina . . Farmaco % C.V
Igly pg/mlL | LT unido unido
81y ngim pg/mlL pg/mlL
15 0.28 14.72 98.12 0.05
25 1.15 23.85 95.41 0.26
50 1.59 48.41 96.81 0.52
PROMEDIO 96.78

b) MUESTRAS EN PLASMA HUMANO

15 No detectable | No detectable | No detectable | No detectable
25 No detectable | No detectable | No detectable | No detectable
50 (51.28) 2.47 48.81 95.18 1.5
PROMEDIO 95.18
C). MUESTRAS EN PLASMA DE PERRO

15 4.49 10.51 70.05 1.7

25 6.11 18.89 75.55 1.6

50 13.63 36.37 72.73 2.5
PROMEDIO 72.78

d). MUESTRAS EN PLASMA DE RATA

15 2.49 12.51 83.42 0.89

25 2.29 22.71 90.85 0.52

50 4.12 45.88 91.76 1.06
PROMEDIO 88.68

En las concentraciones estudiadas el % de unién a proteinas fue constante en cada caso.
Los resultados de la albiumina son muy semejantes a los encontrados a las proteina totales
de humano, lo que indica que la Cas IIgly se une en su mayor parte a la albimina y solo en un

pequenio porcentaje a otro tipo de proteinas plasmaticas.

Las diferencias observadas en el porciento de unién de la molécula a las proteinas
plasmaticas entre las diferentes especies, muy probablemente se deben a que la constante de

afinidad y el namero de sitios de unién es diferente en cada una.

Para aquellos farmacos que tienen un alto grado de unién y una estrecha ventana
terapéutica como es el caso la individualizacién del régimen de dosificacién es muy importante,
pues de esta manera se obtendran concentraciones plasmAaticas seguras, es decir que no
excedan a la concentracién minima téxica ni a la concentracién minima critica, en donde el

farmaco no es efectivo. Con la cuidadosa individualizacién del farmaco se podra evitar la
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fluctuacién de las concentraciones causadas por la variacidén intersujeto en la absorcién del
farmaco, distribucién o procesos de eliminaciéon. Los pacientes con cancer debido a la
naturaleza dindmica de la enfermedad las concentraciones de la albumina y la AAG pueden
tener un grado de variabilidad, incluso dentro de un mismo sujeto de acuerdo al progreso de la
enfermedad y al tratamiento que este recibiendo, por lo que se recomienda monitorear la
concentracion de farmaco libre durante su administracion. Se ha observado que la
concentraciéon plasmatica de la albumina es 29 % mads baja en pacientes con cancer y la
disminucién es progresiva a medida que progresa la enfermedad, lo cual parece deberse a una
disminucién de la sintesis de la albuimina 63. La reduccion del tumor por cirugias o
quimioterapias disminuye los niveles de AAG. La mayoria de los pacientes con cancer estan
sometidos a una terapia polifarmaco, esto significa que puede haber competencia entre 2 o mas
farmacos por el mismo sitio de accién 20 67,85,

Para aquellos farmacos que muestran una farmacocinetica no lineal un pequefio cambio
en la dosis puede causar un gran cambio en la respuesta terapéutica, que puede provocar

efectos toxico o incluso la muerte del paciente.

Los resultados del grado de unién a proteinas para cada una de las concentraciones
estudiadas presentaron un CV menor del 3%, esto nos indica que el método de ultrafiltracién es
reproducible.

El conocimiento del nimero de sitios de accién, su constante de asociaciéon y la
determinacién del tipo de unién que tiene la molécula, nos podra permitir adecuar con mayor

precisién la dosificacién para cada paciente de acuerdo a su estado fisiolégico y edad.

No debemos olvidar que los pacientes con cancer debido a la naturaleza dindmica de la
enfermedad las concentraciones de albumina y AAG pueden tener un grado de variabilidad,
incluso dentro de un mismo sujeto de acuerdo al progreso de la enfermedad y al tratamiento

que esté recibiendo.

El conocimiento del niimero de sitios de unién de nuestra molécula, su constante de
afinidad y determinar si la unién es reversible o irreversible, nos permitira adecuar con mayor
precisién la dosificacién para cada paciente de acuerdo a su estado fisiolégico y edad. Por lo que

es necesario buscar un método de cuantificacién de la molécula més sensible.
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6.0 CONCLUSIONES

La Casiopeina Ilgly resulto ser un compuesto fotosensible, pero si se almacena en las
condiciones adecuadas se mantiene estable.
El método cromatografico para la cuantificaciéon de la Casiopeina Ilgly es selectivo, lineal,
exacto, reproducible y repetible en el rango de 2- 50 ug/mL, es sensible y especifico durante la
ultrafiltracién. El limite de cuantificacién fue de 0.031 pg/mL y el de deteccién de 2 pg/mL. El
porciento de extraccién fue del 91.8. La Casiopeina IIgly presenté un Tr de aproximadamente
6.8 minutos. Las muestras del compuesto pueden ser detectadas a 254 o0 273 nm, debido a que

el método es tolerable a esas longitudes de onda.

De acuerdo a los resultados obtenidos que se determinaron por el método de
ultratrafiltracion, la Casiopeina Ilgly, es una molécula que se encuentra altamente unida a las
proteinas plasmaticas humanas, principalmente a la albimina.

Por ejemplo, se ha observado que la concentracién plasmatica de albimina es 29 % mas
baja en pacientes con cancer y la disminucién es progresiva a medida que progresa la
enfermedad, lo cual parece deberse a una disminuciéon de la sintesis de la albtimina 63 y la
reduccién del tumor por cirugia o quimioterapia disminuye los niveles de AAG.

Por otro lado, sabemos que la mayoria de los pacientes estdn sometidos a una terapia
polifarmaco, esto significa que puede haber competencia de algin farmaco mas, por el mismo

sitio de uni6n20.66, 85,

Por lo anteriormente descrito se recomienda monitorear la concentraciéon de farmaco
libre durante la administracién del farmaco para evitar un efecto indeseable.
En el caso del plasma de perro el grado de unién que se presenta es bajo, por lo que se

considera poco probable que haya problemas de intoxicacidn, interaccidn, etc.

El método de ultrafiltracién utilizado para la determinacién del grado de unién de la

Casiopeina IlIgly a las proteinas plasmaticas, es adecuado debido a su rapidez.
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