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1. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias son afecciones infecciosas que atacan a
poblaciones enteras y dejan graves secuelas en las personas que las
padecen. Pese a esto, la investigacién para combatir estos padecimientos no
es prioritaria para la industria farmacéutica, ya que se presenta con mayor
frecuencia en paises en vias de desarrollo.

Existe una serie de derivados bencimidazdélicos que han demostrado ser
utiles para el tratamiento de enfermedades parasitarias, siendo uno de ellos
el albendazol. Este compuesto es el farmaco de eleccion para el tratamiento
de la neurocisticercosis. A pesar de su extenso uso, el farmaco presenta una
baja solubilidad en agua, lo cual da lugar a una gran variabilidad
interindividual en la absorcién y por ende en la respuesta terapéutica. Es por
lo anterior, que se ha abierto la busqueda de nuevas alternativas para
combatir la enfermedad.

Recientemente, se sintetiz6 una serie de 13 derivados andélogos del
albendazol, los cuales fueron evaluados in vitro contra cisticercos de Taenia
crassiceps. Uno de ellos, denominado FHL-18, presento eficacia semejante a
la del albendazol. Al evaluar su eficacia in vivo, en un modelo de cisticercosis
murina, se encontré6 que la molécula también posee una buena potencia
cisticida (Palomares-Alonso, 2008).

Estudios estructurales entre el albendazol y FHL-18, demuestran que existen
caracteristicas que comparten ambas moléculas, que son las que les
confieren esta actividad cisticida; sin embargo, FHL-18, es una molécula mas

soluble en agua que el albendazol.



Por los resultados encontrados, se consideré de interés continuar con los
estudios biofarmacéuticos del FHL-18. Para ello se requiere contar con un
método analitico capaz de cuantificar la molécula en fluidos biol6gicos de tal
manera que los resultados sean confiables y se pueda estimar su

comportamiento en modelos animales.



2. ANTECEDENTES

2.1. Taenia solium

La Taenia solium en su fase adulta es un gusano plano en forma de cinta, de
color blanquecino, que mide entre 2 y 7 metros de largo. Su hospedero
definitivo es el hombre. Habita en el intestino delgado de éste, donde vive
anclada a la pared mediante un escolex (cabeza) con cuatro ventosas y un
rostelo con una doble corona de ganchos. La Taenia solium posee una cabeza,
la cual se encuentra unida a un cuello a partir del cual se desarrollan los
segmentos o proglétidos, cada uno de los cuales es una unidad de
reproduccién autofecundante e independiente que produce huevos que
contienen embriones infestantes; los proglétidos mas distales, que son los
gravidos, presentan ramas uterinas llenas de aproximadamente 50000 a 60000
huevos y habitualmente se desprenden del estrobilo en cadenas cortas que son
eliminadas con las heces (Figura 1). Los huevos son esféricos, miden de 30 a
45 micrémetros y consisten de un embrién hexacanto (con seis ganchos)
rodeado de una gruesa envoltura de colageno que presenta apariencia radiada
al microscopio (Meza Antonio, 2002).

El hospedero intermediario de Taenia solium es el cerdo, albergando la forma
larvaria o cisticercosis. No hay otro hospedero definitivo natural, solamente se
han podido cultivar gusanos inmaduros en roedores como hamsters y
chinchillas, previa inmunosupresion. Por el contrario, la forma larvaria o
cisticercosis puede afectar ademas del cerdo, al hombre y a otros mamiferos

COMO perros y 0SOos.



http://es.wikipedia.org/wiki/Huevo_(biolog%C3%ADa)
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Figura 1. Taenia solium

El estadio larval o cisticerco es una vesicula de contenido liquido, en cuya
pared interior se encuentra el escdlex invaginado (Figura 2). Mide
aproximadamente medio centimetro (de 2 a 15 mm), y se distingue en la carne

infectada por su color blanquecino (Meza Antonio, 2002).

Figura 2. Cisticercos de Taenia solium

2.1.1. Ciclo bioldgico

Los cerdos por sus habitos copréfagos, es decir que se alimentan de
excremento, ingieren proglotidos que contienen decenas de miles de huevos,

que por la accion de enzimas y sales biliares del tracto digestivo rompen el




embrioforo y eclosiona la oncoésfera. Los embriones activados se fijan
momentaneamente a la pared intestinal por medio de sus tres pares de
ganchos, liberan enzimas hidroliticas que destruyen el tejido y atraviesan la
barrera intestinal llegando al torrente circulatorio para localizarse sobre todo en
el musculo estriado y el cerebro (Imirizaldu L, 2004). Las estructuras
microscopicas continuan su desarrollo hasta transformarse en cisticercos en un
tiempo promedio de tres a cuatro meses dando como resultado la cisticercosis
porcina (Garcia Héctor, 2001). La carne de estos animales infectados contiene
quistes larvarios que se desarrollaran en el intestino humano en forma de
Taenia. Sin embargo, la neurocisticercosis no se produce por consumo de la
carne de cerdo infectada por el parasito (Figura 3). Existe evidencia de que la
fuente mas comun de contagio es la via fecal-oral a través de un portador

asintomatico de T. solium. (Alarcén F, 2006).

En el intestine los cisticercos

se desarrollan en tenias y ahi i ivos

producen huevos A por medio de la
carne de cerdo
mal cocida

Contaminacién de
huevos por manos
sucias de cocineros.

Carne de cerdo Los huevos de tenia
con cisticercos viajan por el sistema
g circulatorio y producen
cisticercosis

< Los huevos se
Los hue Ceaes convierten en
expulsados con e 2 oy . cisticercos
las heces

Neurocisticercosis

Figura 3. Ciclo de vida de Taenia solium




2.2. NEUROCISTICERCOSIS

La neurocisticercosis (NCC) es la enfermedad parasitaria mas comun del
sistema nervioso central y es provocada por las larvas de T. Solium (Garg RK,
1997). La cisticercosis humana se presenta cuando los huevos excretados en
las heces por un individuo portador de Taenia solium son ingeridos por una
persona. El contagio indirecto, por medio de la ingesta de vegetales o agua
contaminada es menos probable (Alarcon F, 2006). Una vez que los
huevecillos han sido ingeridos por el hombre, el mecanismo por el cual entran
por el torrente sanguineo y son distribuidos en los tejidos es similar al descrito
para los cerdos.

Cuando los cisticercos entran en el sistema nervioso central pueden alojarse en
el espacio subaracnoideo, en el parénquima, en los ventriculos cerebrales y en
la médula espinal (Larralde C, 2006)

La forma y dimension de los cisticercos esta determinada por su distribucion:
los ventriculares y los subaracnoideos tienden a ser mas grandes y
frecuentemente multiobulados, mientras que los de la forma parenquimatosa
por lo general son vesiculas unicas, ovoides o esféricas, mas 0 menos

homogéneas, de 0.5 a 1 cm de didmetro (Larralde C, 2006)

Parenquimatosos

Figura 4. Localizacion de cisticercos en el cerebro




2.2.1. Epidemiologia

La neurocisticercosis en una enfermedad que afecta principalmente a paises
en vias de desarrollo, tales como los localizados en América Central, América
del Sur, Africa y algunos paises de Asia. Sin embargo, la emigracién hacia
areas no endémicas ha incrementado la prevalencia en algunos paises de
Europa y en Estados Unidos (Imirizaldu, 2004) (Figura 5).

En Africa central, en la India y al sudeste de Asia la neurocisticercosis es una
patologia endémica, en donde la carne se consume sin control higiénico. Sin
embargo, debido a que el Coran prohibe el consumo de carne de cerdo, esta
enfermedad es casi inexistente entre los musulmanes. De igual manera, la
cisticercosis es endémica en varios paises de Ameérica Latina, tales como
Brasil, México, Colombia, Peru, Ecuador, Bolivia, Panama, Honduras, Belice y

Guatemala (Del Bruto O, 1999).

B Moderate prevalence

[ Low prevalence (imported cases)
Endemic areas within USA

[1 No information available

Il High prevalence (endemic areas) Lﬁ\/
&

Figura 5. Prevalencia de neurocisticercosis en el mundo.




2.2.2. Neurocisticercosis en México

La neurocisticercosis es un problema de salud en México ya que se estima que
alrededor de 12% de las intervenciones neuroquirdrgicas son causadas por
esta enfermedad (Pérez-Lopez, 2003).

Estudios de autopsia en México revelaron que del 2.8 al 3.6% de los cuerpos
presentan estos parasitos en el sistema nervioso central (Carpio Arturo, 2002).
Reportes del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia indican que para
el 2001, la tasa de morbilidad para cisticercosis por cada 100 habitantes fue de
1.1 para mujeres y 1.8 para hombres (Jiménez M, 2003).

La enfermedad es mas prevalente en la zona del Bajio mexicano, donde se

tienen grandes ranchos de ganado porcino (Del Bruto O, 1999).

2.2.3. Diagnéstico
Debido a las diferentes partes del cerebro en donde se puede localizar el
parasito y a que los signos y sintomas no son especificos, es dificil diagnosticar
la presencia de la enfermedad, asi que el diagndstico debe hacerse a través de
una valoracién conjunta de datos epidemioldgicos, clinicos, inmunodiagndsticos
y de neuroimagen. Debido a esto, se han propuesto cuatro categorias
diagndsticas para la neurocisticercosis:
1. Absoluto: incluye la demostracion histolégica de cisticercos por biopsia
cerebral o medular; lesiones quisticas en donde se pueda observar el
escorlex del parasito; visualizacion de parasitos en el fondo del ojo; y

demostraciéon de anticuerpos especificos en el liquido encefalorraquideo.




2. Mayor: lesiones altamente sugestivas de neurocisticercosis en estudios
de neuroimagen.

3. Menor: lesiones compatibles con neurocisticercosis en las pruebas de
neuroimagen y manifestaciones clinicas sugestivas.

4. Epidemiolégico: Familiares que hayan padecido o que padezcan
teniasis; haber residido en paises donde la neurocisticercosis es

endémica o viajar frecuentemente a dichos paises (Pérez-Lopez, 2003).

2.2.4. Manifestaciones Clinicas

Existe una gran variedad de diferencias individuales entre el numero y la
localizacion de los parasitos, asi como la intensidad de la respuesta inmune por
cada individuo, por lo que se considera a la neurocisticercosis como una
enfermedad pleomorfica, con manifestaciones clinicas muy variadas. Sin
embargo, la epilepsia es una manifestacion frecuente, observandose en mas
del 70 % de los casos. En regiones endémicas, la presencia de epilepsia de
inicio tardio es altamente sugestiva de esta enfermedad.

Ademas de la epilepsia se han podido apreciar una gran variedad de signos
focales incluyendo déficit motor, ataxia cerebelosa, disfuncion del tronco y
movimientos involuntarios anormales (Del Bruto, 2005). Otra manifestacién
clinica es la hipertension intracraneal, que puede asociarse a crisis convulsivas
o deterioro cognitivo. La hidrocefalia debida a aracnoiditis, ependimitis granular
0 quistes ventriculares son las causas mas comunes de este sindrome. En
algunos casos se pueden desarrollar episodios subitos de pérdida de la

conciencia. Puede también ocurrir encefalitis que esta relacionada con una




infestacion masiva de cisticercos que inducen una respuesta inmune grave en

el huésped (Alarcon, 2004).

2.2.5. Tratamiento

Como se mencion6 anteriormente, la neurocisticercosis es una enfermedad
pleomorfica, por o que no es posible que sélo un tipo de tratamiento sea
aplicado. Es de suma importancia saber la viabilidad y localizacién de las
lesiones ya que a partir de este punto se puede planificar un tratamiento
adecuado, el cual puede constar de: farmacos cisticidas, tratamiento
sintomatico, y/o cirugia (Del Brutto, 1999).

Farmacos cisticidas. Los farmacos de eleccién para combatir la enfermedad,

son el prazicuantel y el albendazol, aunque es clara la superioridad de éste
ultimo, ya que el albendazol ha demostrado la destruccién de cisticercos
parenquimatosos alrededor de 75-90%, mientras el prazicuantel sélo provoca
la desaparicion del 60-70% de los cisticercos del mismo tipo.

Un punto importante es que se ha demostrado que el tratamiento con estos
farmacos mejora el curso clinico de los enfermos.

Este hecho se demostré en una serie de 203 pacientes con epilepsia debida a
la neurocisticercosis, en la que se documentd el control de las crisis
convulsivas en un 83% de los enfermos sometidos previamente a tratamiento
con albendazol o prazicuantel, a diferencia de aquéllos que no recibieron dicho
tratamiento, de los que unicamente un 27% logré un control adecuado de las

crisis convulsivas (Pérez-Lopez, 2003).




Tratamiento sintomatico. Este tipo de tratamiento consiste en combatir los

sintomas provocados por los cisticercos que habitan en el sistema nervioso
central. Por ejemplo, en pacientes con epilepsia, la administracion de un
farmaco antiepiléptico produce un control adecuado de las crisis. El efecto
antiinflamatorio de los corticosteroides contrarresta el efecto que provoca la
muerte de los parasitos, cuando se administra de manera conjunta con
farmacos cisticidas. Los corticosteroides también son de utilidad en casos de
vasculitis cisticercosa, pues reducen el riesgo de infartos recurrentes, y
disminuyen el riesgo de hidrocefalia o lesiones irreversibles en pacientes con
aracnoiditis (Pérez-Lépez, 2003).

Tratamiento quirdrgico. Este tipo de tratamiento es de segunda eleccién,

cuando han fallado los otros tratamientos, o de primera linea, cuando se utiliza
para tratar una hidrocefalia; para quitar quistes que obstruyen la circulacion del
liquido cefalorraquideo, para extraer quistes de grandes dimensiones, o para

disminuir la compresién medular (Pérez-Lopez, 2003)

2.2.6. Prevencion

Para el control de la cisticercosis se debe interrumpir la cadena de contagio.
Se debe de insistir en las medidas sanitarias (lavado de manos, consumo de
agua hervida en areas endémicas, inspeccion adecuada de las carnes, etc.).
Es imprescindible intentar localizar al paciente teniasico, que generalmente
habita con los pacientes con neurocisticercosis, y administrarle el tratamiento

de eleccion (Imirizaldu, 2004).




2.3. ALBENDAZOL

El albendazol es un antihelmintico de amplio espectro que pertenece a la
familia de los bencimidazoles. En 1987 se demostré6 que este farmaco es
efectivo en el tratamiento de la neurocisticercosis (De Silca y col., 1997) y
actualmente es el farmaco de eleccion para el tratamiento de esta enfermedad

(Figura 6).

/\/S N
Y—NHCO,CH,
I\

H

Figura 6. Estructura quimica del albendazol.

2.3.1. Caracteristicas

Su nombre quimico es: metil-5-(propiltio)-2-bencimidazol-carbamato.

Peso molecular: 265.33

Descripcién: Es un polvo blanco, cristalino e inodoro.

Solublilidad: Soluble en dimetilsulféxido, acidos fuertes y bases fuertes,
ligeramente soluble en metanol, cloroformo, acetato de etilo, y acetonitrilo. Es
practicamente insoluble en agua (Jung H., 2008).

Esta molécula cuenta con dos pKa: 10.47 y 2.90.
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2.3.2. Mecanismo de accion

Se han propuesto diferentes mecanismos de accién para los bencimidazoles,
uno de los cuales establece que estas moléculas se unen a la B-tubulina y
cubren el microtubulo, inhibiendo asi la polimerizacién de la B-tubulina. Otro
estudio sugiere que los bencimidazoles inducen cambios conformacionales en
la B-tubulina lo que induce la despolimerizacién de los microtubulos, es decir la
separacion de las proteinas que lo conforman. Ambos mecanismos coinciden
en que el parasito, debido al dano que sufre en la funcién microtubular, no

puede captar glucosa y muere (Robinson Mark, 2004).

2.3.3. Farmacocinética

La absorciéon de albendazol en el tracto gastrointestinal es pobre debido a su
baja solubilidad acuosa. Después de su absorcién, el farmaco es rapidamente
metabolizado por el higado, mediante el citocromo CYP 3A4 y probablemente
también por el intestino a sulféxido de albendazol, el cual se cree es la principal
forma activa del farmaco. Posteriormente, este sulféxido se metaboliza por
medio del mismo citocromo a la sulfona de albendazol, que es un metabolito

inactivo (Jung H, 2008) (Figura 7).
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Figura 7. Productos del metabolismo del albendazol

La union del albendazol a proteinas plasmaticas es alta, alrededor de 89-92%,

mientras que el sulféxido de albendazol se une en menor medida (62-67%).

La concentracion plasmatica del sulféxido de albendazol varia ampliamente

entre individuos. Este metabolito cruza la barrera hematoencefalica y sus

niveles varian entre cada individuo (Massaite Osvaldo, 2004). El tiempo de

vida media en humanos oscila entre 8-12 horas (Jung H, 2008).

Los metabolitos de albendazol son eliminados principalmente por excrecion

renal. Cabe mencionar que una vez que se ha formada la sulfona de

albendazol, ésta puede sufrir otras biotransformaciones formando otros

metabolitos inactivos (Figura 7).
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2.3.4. Terapia

Dado que la neurocisticercosis es una enfermedad que por lo general afecta a
personas con bajos recursos econdmicos, una ventaja del tratamiento con
albendazol es su bajo costo, sin embargo, el tratamiento depende de varios
factores, entre ellos, el numero de cisticercos y su ubicacion. Un claro ejemplo
de cémo puede variar el tratamiento es el siguiente: el régimen de dosificacion
para neurocisticercosis parenquimatosa es de 15 mg/kg/dia, dividido en dos
dosis cada 12 horas por 8 dias, sin embrago, para cisticercosis racemosa

subaracnoidea la duracion del tratamiento es de 1 mes (Massaiti O., 2004).

2.4. ANALOGOS DEL ALBENDAZOL

Debido a que el prazicuantel y el albendazol no son 100% efectivos para el
tratamiento de la neurocisticercosis es necesario continuar con la busqueda de
nuevas moléculas que disminuyan la variabilidad y sean mas efectivas. Por
esta razén se sintetizaron una serie de nuevos compuestos bencimidazélicos,
algunos de ellos analogos del albendazol, los cuales fueron sometidos a un

estudio in vitro para evaluar su capacidad cisticida (Palomares F. 2009).

2.4.1. Evaluacién de analogos del albendazol in vitro

El estudio in vitro de los analogos del albendazol (Figura 8) se llevé a cabo
empleando cisticercos de Taenia crassiceps, que es un modelo validado y
estandarizado. En este estudio se probaron dos concentraciones de cada uno
de los compuestos, 0.28 y 1.7 uM, las cuales representan la concentracion

efectiva 50 (CEsp) y la concentracion efectiva 90 (CEg) del albendazol, en este
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modelo. En el estudio se evalué la mortalidad de los cisticercos en funcién del

tiempo (11 dias).
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Figura 8. Estructuras quimicas de los analogos del albendazol evaluados
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En la Tabla 1 se presentan los resultados de la evaluacion de los analogos,
comparandolos con el sulfoxido de albendazol (SOALB). Estos resultados
evidenciaron que los compuestos que presentaron una eficacia cisticida similar
a la del sulfoxido del albendazol fueron FHL-18 y FHL-19, siendo el primero el

mas eficaz.

Tabla 1. Actividad de los analogos del albendazol contra cisticercos de Taenia

crassiseps durante 11 dias (Palomares F, 2009)

Mortalidad (%) +DE

Clave 0.28 uM 1.7 uM
[soALB 46+ 5 88 + 7
[FHL13 3+23 5+2.3

FHL14 1£03 40 I

FHL18 | 4116 68 + 7

FHL19 | 37:61 62+ 8

NLB24 0 3+4.6
[oPvoor [ 323 3+23
[veao |15 x23 23£2.3

2.4.2. Evaluacion de analogos del albendazol in vivo

Con base en los resultados anteriores, se decidi6 evaluar la actividad in vivo de
la molécula con mayor eficacia: FHL-18. El estudio se realizé en un modelo de
cisticercosis murina. En la Figura 9 se muestra la eficacia de FHL18, en

comparacion con el albendazol, después de la administraciéon de una dosis de
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216.6 mg/Kg y 150 mg/Kg, respectivamente durante 30 dias. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, entre FHL-18 vy
albendazol. En el estudio, todos los animales sobrevivieron al tratamiento y no
mostraron cambios en su alimentacion. Al realizar la necropsia, tampoco se

encontraron alteraciones evidentes en los 6rganos internos.

80 1

.

40 - |

Eficacia (%)

20 1

ALB FHL18

Tratamiento

Figura 9. Eficacia cisticida in vivo de albendazol (ALB) y del compuesto FHL18 durante 30

dias. Las barras representan la eficacia promedio + DE (n=6) (Palomares F, 2009)

2.4.3. Analisis molecular

Se realizaron los estudios de modelado molecular con el fin de determinar
cuales son lo requerimientos estructurales para la actividad cisticida de estas
moléculas. Los resultados mostraron que si se introduce un grupo metilo en la
posicion 1, se anula completamente la actividad, y de igual manera, cuando se

sustituye un atomo de hidrogeno en el nitrégeno del carbamato la actividad se
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pierde esta actividad (Figura 10). Con estos resultados fue posible concluir que
estos dos hidrégenos son indispensables para mantener la actividad cisticida.

Por otro lado se observo que cuando se introduce un grupo voluminoso en la
posicion 5 del anillo y se encuentra ortogonal a éste, como el [(4-nitrobencil)
oxi] carbonilo o el piperidin-1-ilcarbonilo (FHL18 y FHL19), la actividad fue muy

cercana a la encontrada con el SOALB.

R5 N3
\>—NHCOOCH3
N 1

H

Figura 10. Numeracién del anillo bencimidazdlico

2.5. EVALUACION DE NUEVAS MOLECULAS

Cuando una nueva molécula es sintetizada con fines terapéuticos es necesario
saber si cuenta con las caracteristicas necesarias para ser un farmaco

potencial.

2.5.1. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Las primeras pruebas a realizar son la evaluacibn de sus propiedades

fisicoquimicas las cuales incluyen:

a. Solubilidad acuosa. Este es un parametro determinante en la absorcion
y por ende, juega un papel importante en la biodisponibilidad. Para que

un farmaco pueda ser absorbido debe estar presente en solucion
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acuosa en el sitio de absorciéon (Ramesh P. 1999). La solubilidad de un
compuesto puede ser determinada por métodos termodinamicos o por

métodos turbidimétricos.

Permeabilidad: ésta es la habilidad de una molécula de cruzar la
membrana biolégica. Este parametro es muy importante en lo que se
refiere a absorcion y se puede medir mediante las siguientes

propiedades:

- Coeficiente de particion (P): este coeficiente describe la liposolubilidad
intrinseca de la molécula, en ausencia de equilibrios de disociacién, y
permite predecir con que facilidad el compuesto atravesara las
membranas bioldgicas.

Uno de los métodos mas empleados para determinar el coeficiente de
particion se basa en la distribucion en equilibrio de un compuesto entre

una fase acuosa y otra lipidica.

- Coeficiente de distribucion (D): es la relaciéon de la concentracién al
equilibrio de un compuesto, en sus especies ionizadas y no ionizadas,
entre dos fases inmiscibles. Describe la liposolubilidad efectiva de un

compuesto a un valor determinado de pH (Smith D, 2006).

pKa: La teoria basada en el pH de particion en la que sdélo especies
neutras pueden atravesar la membrana ha sido modificado. Un

ejemplo es un estudio realizado en células Caco-2, el cual indica que
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las especies idnicas pueden contribuir considerablemente al transporte
de farmacos. (Smith A, 2006). Sin embargo, sigue siendo de
importancia la determinacion del pKa, ya que si bien un compuesto en
su forma ionizada puede atravesar membranas biologicas, es mas
sencillo que un farmaco pueda hacerlo en su forma no ionizada. Existen
métodos para medir el valor del pKa, por ejemplo: electroforesis,

espectroscopia y conductividad (Aulton M, 2004).

d. Tamano de particula: el peso molecular puede ser un factor limitante
en la absorcién oral. La regla de Lipinski establece que el peso
molecular aceptable para una buena absorcién oral es menor a 500

(Smith A, 20086).

e. Velocidad de disolucion: este parametro esta dado por la solubilidad
del farmaco a través del tiempo. Cuando se disefia una prueba de
disolucién es importante reproducir lo mejor posible las condiciones del
tracto gastrointestinal ya que el objetivo de esta determinacién es
encontrar una caracteristica in vitro que refleje su comportamiento in

vivo (Aulton M, 2004).

2.5.2. Estudios preclinicos
Algunos de los estudios preclinicos que solicita la Food and Drug
Administration (FDA) para poder registrar un nuevo farmaco son: estudios

farmacodinamicos, farmacocinéticos, y toxicolégicos.
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2.5.2.1. Estudios farmacologicos

El objetivo principal de estos estudios es conocer la interaccion del farmaco a
nivel molecular, pero es de igual importancia el saber las consecuencias de
dicha interaccion en el organismo, es decir, estos estudios, de manera general,
estan encaminados a evaluar la seguridad y eficacia.

La International Conference on Harmonisation (ICH) en su guia S7A indica los
requerimientos farmacoldgicos para determinar que un compuesto es seguro.

Estos estudios farmacolégicos pueden ser agrupados en 3 areas:

o Farmacodinamia primaria: estos estudios implican el mecanismo
de accion y el efecto que se desea de un compuesto. Para ello,
es necesario determinar su selectividad, actividad, potencia y
seguridad. Ademas se deben incluir los siguientes puntos:
actividad del principio activo (in vitro e in vivo), comparacion entre
especies animales, medida de la actividad del compuesto y

estudios previos de la resistencia a la molécula.

o Farmacodinamia secundaria: estos estudios, al igual que en la
farmacodinamia primaria, estan encaminados a determinar el
mecanismo de accion y el efecto que presenta la molécula. Sin
embargo, éstos se refieren a algun efecto alterno que pudiera

presentar la molécula.
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o Seguridad  farmacolégica: Los estudios de seguridad
farmacologica se definen como aquéllos que investigan los
efectos farmacodinamicos no deseados de una sustancia en las
funciones fisioldgicas relacionandolos con el intervalo terapéutico.
En algunos casos los estudios farmacodinamicos secundarios
contribuyen en la evaluacion de seguridad cuando predicen o

valoran efectos adversos en humanos.

En general los estudios farmacoldgicos deben realizarse de la siguiente

manera:

Modelo de estudio. Este modelo evidentemente debe representar Ila

enfermedad para la cual la molécula ha sido disefiada y debe estar
previamente validado (FDA).

Estudios in vivo e in vitro. Las nuevas moléculas pueden ser evaluadas in vitro,

empleando organos, tejidos aislados, cultivos celulares, fragmentos celulares,
organelos celulares, receptores, canales idnicos, transportadores, enzimas, o
si estan destinadas a combatir alguna enfermedad de origen parasitario, viral o
bacteriano, empleando estos microorganismos. Sin embargo, no siempre es
posible evaluar la actividad in vitro, asi que también se pueden aplicar modelos
animales, es decir in vivo, para observar si las moléculas sintetizadas

presentan o no actividad (FDA).
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Un punto importante que debe ser considerado es la potencia que presenta la
molécula, es decir la cantidad de compuesto que se requiere para producir el
efecto farmacologico deseado. Se estima que una molécula presenta una
excelente potencia cuando exhibe su efecto a concentraciones menores o

iguales a 1nM.

Disefio _experimental. Tamafo de la muestra: el niumero de animales o de

preparaciones asignados a la prueba permitira demostrar adecuadamente el
efecto biolégico deseado. Ruta de administracion: dentro de lo posible, esta

ruta debe ser la que se espera utilizar en los estudios clinicos (FDA).

Concentraciones o dosis durante el estudio.

In vivo: Los estudios farmacoldgicos de seguridad deben estar disefiados para
definir la relacion entre la dosis-respuesta de un efecto adverso observado.
Generalmente, la dosis elegida debe incluir y exceder el rango terapéutico
definido para el compuesto. Es necesario hacer mencion de que existe
diferente sensibilidad entre algunas especies animales (FDA).

In vitro: Estos estudios deben estar disefiados para establecer la relacion
concentracion-respuesta. El intervalo de concentraciones usado debe ser

seleccionado aumentando la probabilidad de detectar la actividad deseada.

Duracion de los estudios. La duracion del estudio debe estar basada en la

duracion que se espera del tratamiento (FDA).
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Estudios de metabolitos y isémeros. Cuando se sabe que un compuesto

presentara algun metabolito, éste debe ser evaluado en estudios
farmacoldgicos de seguridad.

Cuando el compuesto presenta una mezcla racémica, es necesario realizar los
estudios in vivo e in vitro pertinentes, para determinar la seguridad y eficacia

de los compuestos (FDA).

2.5.2.2. Estudios farmacocinéticos
Muchas de las moléculas que son candidatas a ser farmacos poseen
propiedades farmacocinéticas no deseadas, como una vida media muy larga o
corta, una pobre absorcion y un extenso metabolismo de primer paso, es decir,
que se metaboliza en una gran proporciéon cuando pasa por el higado. En 1988
se reportd que de 198 nuevos candidatos para ser investigados en humanos,
77 (40%) presento serios problemas de farmacocinética (Jiunn H. Lin, 1997).
Existen algunos parametros farmacocinéticos que son criticos en el desarrollo
de nuevos farmacos como son:
Absorcién: La absorcion de un farmaco se ve influenciada por factores
fisicoquimicos como la solubilidad y la liposolubilidad. Este es un proceso
determinante para obtener una buena biodisponibilidad del farmaco que esta
directamente relacionada con el efecto terapéutico de éste. De acuerdo a la
regla de Lipinsky (Wu Chi, 2005) las caracteristicas necesarias para que un
compuesto pueda ser absorbido adecuadamente son:

o Peso molecular menor a 500 g/mol

o Grupos donadores de puentes de hidrégeno menor a 5
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o Grupos aceptores de puentes de hidrogeno menor a 10
o Coeficiente de particion (log P) menor a 5

o Solubilidad acuosa mayor a 100 mg/mL

En esta parte la FDA requiere de que se precise: el sitio de absorcion,
diferencias en la absorcidon entre sexos y comparacion entre diferentes
especies.

Distribucion: la lipofilia no sélo afecta la absorcion de un farmaco, también esta
relacionada con la distribucion. Generalmente, un farmaco altamente lipofilico
se une altamente a proteinas y aumenta su grado de distribucién. Sin embargo,
el cerebro es diferente a los demas érganos; un farmaco que presenta alta
lipofilia puede atravesar pobremente la barrera hematoencefalica, se estima
que el rango 6ptimo de lipofilia que debe tener un compuesto para llegar al
sistema nervioso central se encuentra entre log P = 1y 2 (Jiunn H. Lin, 1997).
En este punto, la FDA indica que se deben considerar estudios de distribucion
en los tejidos, unién a proteinas y estudios de transferencia placentaria.
Tiempo de vida media: generalmente la duracion del efecto terapéutico esta
directamente relacionada con el tiempo de vida media, es por ello que el
tiempo de vida media es uno de los factores mas importantes para el disefio
del régimen de dosificacion de un farmaco. Es preferible seleccionar un
candidato que tenga una vida media larga, ya que la dosificacion sera menos
frecuente (Smith D.A., 2006). Es relevante mencionar que este parametro esta

en funcién de la distribucién del farmaco en plasma y en los tejidos, asi como
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de la depuracion. Si uno de estos procesos se ve afectado, el tiempo de vida

media también lo hara (Chaturvedi P, 2001).

Metabolismo: Un compuesto puede ser excretado del organismo como tal
(inalterado), o como una molécula biotransformada. El 6rgano principal para la
biotransformacion es el higado. Aun cuando este proceso tiene como principal
objetivo aumentar la polaridad de la molécula de modo que pueda ser
facilmente excretada, los metabolitos no siempre son inactivos; algunas veces
estas moléculas pueden ejercer efectos terapéuticos o téxicos en el organismo.
Debido a lo anterior es necesario realizar una serie de pruebas para la
identificacion y evaluacién de los metabolitos originados (Jiunn H, 1997).

Por lo anterior la FDA requiere que se documenten las estructuras quimicas y
proporcion de los metabolitos formados, posibles vias metabdlicas,
metabolismo presistémico (en el tracto gastrointestinal), asi como la induccion

o inhibicién enzimatica que pudiera ejercer la nueva molécula.

Excrecion: La FDA indica que deben documentarse las vias por las cuales el

nuevo compuesto es excretado.

2.5.2.3. Toxicidad

Una parte muy importante en el desarrollo de nuevos farmacos es su
seguridad. Los objetivos basicos de los estudios incluyen:

a. La definicion de una dosis y esquema de seguridad para iniciar

estudios clinicos de fase I.
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b. La prediccion del perfil de toxicidad en seres humanos y su
reversibilidad.
C. Evitar la exposicion de pacientes a compuestos con toxicidad excesiva
o impredecible (Garcia Conde, 2003).
La FDA requiere de dos tipos de estudios en animales, el primero se realiza
habitualmente en roedores, y se debe identificar la dosis que produce toxicidad
grave utilizando la via y esquema de administracién clinicamente relevante. En
este punto es importante determinar la DL+ (dosis que induce la muerte al 10%
de los animales). El segundo estudio determina la tolerancia en otro animal con
una dosis de 1/10 de la DL1o, en caso de no observarse toxicidad, esta sera la
dosis para el inicio de ensayos en humanos. En caso contrario, se prolonga el
estudio hasta definir la dosis maxima no téxica en no roedores, un tercio de la
cual sera aplicada a los estudios en seres humanos. Cuando los farmacos
estan destinados a utilizarse en tratamientos de larga duracion se realizan
estudios de hasta 6 meses en roedores y 12 meses en no roedores para

evaluar la seguridad (Garcia-Conde, 2003).

2.5.3. Estudios clinicos
Los ensayos clinicos estan destinados a evaluar la eficacia y la seguridad de
la nueva molécula en seres humanos. Por cuestiones éticas y de recursos

econdmicos, los ensayos clinicos se llevan acabo por etapas:

o Fase I. En esta fase se realiza la investigacion del farmaco evaluando
su comportamiento en un estudio con voluntarios sanos seleccionados,

usualmente de 20 a 100 individuos. Se busca establecer el perfil de
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toxicidad del farmaco, tanto cualitativa (6rgano blanco), como
cuantitativamente (gravedad, duracién, reversibilidad), asi como la
descripcion de sus caracteristicas farmacocinéticas. El disefio de estos
estudios es abierto, por lo general simple o doble ciego con una
duracion promedio de nueve a 18 meses. Se hace una excepcion en
medicamentos que se encuentren en investigacion para el tratamiento
del cancer y el SIDA con el fin de acelerar su desarrollo, ya que son
patologias consideradas prioritarias que requieren nuevos y mejores

tratamientos (Garcia-Conde, 2003).

Fase Il: Si la comprobacion preliminar de seguridad en la fase | ha sido
satisfactoria, se pasa a esta fase, la cual involucra la administracion del
farmaco a individuos que presentan la enfermedad para la que se ha
concebido su empleo. No se suelen incluir mas de 100 a 200 individuos
(a veces, esta fase se subdivide en dos: lla y lIb, segun el numero de
pacientes). En esta fase, el farmaco debe compararse con los mejores
farmacos disponibles para el tratamiento de la enfermedad y si tales
farmacos no existen, la comparacion seria con placebo. La finalidad de
la fase Il es la de establecer mediciones preliminares de la relacion

eficacia terapéutica/toxicidad, asi como establecer la dosis 6ptima.

Fase lll: establece eficacia, indicaciones, dosis, mecanismo de accion,
seguridad y farmacocinética en dosis multiples; los estudios son
aleatorios, doble ciego, controlados con placebo o farmacos de

referencia (innovadores). Se incluyen de 1000 a 3000 pacientes, los
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criterios de inclusion y exclusion son menos estrictos y su duracion es

de uno a cuatro anos.

Completando todas las fases con resultados satisfactorios se solicita la
aprobacion para el nuevo medicamento a las autoridades reguladoras, proceso

que dura en tramite entre 12 y 24 meses.

° Una vez que el medicamento ha sido aprobado para su
comercializacién se continua con la investigacion clinica en fase 1V,
de uso terapéutico o de postcomercializacién, con una muestra de
mas de 5000 pacientes. En esta fase se realizan estudios de
farmacovigilancia, haciendo el seguimiento mediante el reporte
espontaneo de los potenciales eventos adversos que se puedan
presentar en condiciones habituales de la practica clinica. Esta
herramienta permite evaluar la eficacia y seguridad de la molécula
en la situaciéon real de uso y con un mayor numero de pacientes

expuestos (Garcia Conde, 2003).

Es por lo anterior que anualmente la industria farmacéutica invierte entre 800 y
1200 millones de dolares y entre 10 a 15 afos para poder colocar un nuevo
medicamento en el mercado (Jiunn H, 1997).

Es importante mencionar que de 30000 nuevas moléculas sintetizadas soélo
2000 (6.7%) pasan a la etapa de desarrollo preclinico, 200 (0.67%) pasan a la
fase clinica |, 40 (0.13 %) pasan a la fase clinica Il, 12 (0.04%) pasan a la fase

clinica Ill, 8 (0.027%) son aprobadas por la FDA y sdlo 1 logra tener éxito
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comercial; esto quiere decir: s6lo el 0.003% llega a ser una molécula exitosa
(Shilling, C.A.).

El promedio anual de nuevos farmacos lanzados al mercado es de 26 (FDA).

2.6. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Se entiende por validaciéon a la confirmaciéon que se da por la recopilacion y
analisis de la evidencia objetiva de que se cumplen los requisitos particulares
para el uso especifico propuesto.

La validacion de métodos bioanaliticos es crucial para cuantificar a los
farmacos y/o sus metabolitos durante los  estudios preclinicos y/o
biofarmacéuticos asi como en los estudios clinicos. Estos métodos deben
demostrar que se puede detectar y/o cuantificar la molécula, en la matriz
bioldgica de interés (FDA). Para ello, se deben de cumplir con al menos los
siguientes parametros: exactitud, precisidn, selectividad, sensibilidad, precision
intermedia y estabilidad.

Actualmente la NOM-177 1998 es la norma que precisa los requerimientos para
validar un método bioanalitico en México. Sin embargo, existen otras opciones
que pueden contribuir a la validacion, como lo es la guia de la FDA para
validacién de métodos bioanaliticos.

En el siguiente Tabla se realiza una comparacién entre los requerimientos de la

NOM-177 1998 y la guia de validacion de métodos bioanaliticos de la FDA:
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Tabla 2.

Comparacion entre la Nom 177 y la guia de la FDA

PARAMETRO

NOM-177, 1998

FDA, GUIA 2001

SELECTIVIDAD

No

interferencias.

deben presentarse

Matriz bioldgica de al menos 6

No

interferencias.

deben presentarse

Matriz biolégica de al menos 6

fuentes. fuentes.
LIMITE DE Se debe de distinguir del nivel de o
3 . No indicado.
DETECCION ruido.
] ] La respuesta debe ser al menos
Por quintuplicado, la )
N . ) cinco veces la respuesta del
concentracion mas baja del
; ] . blanco.
LIMITE DE intervalo de trabajo.

CUANTIFICACION

Valor promedio, entre + 20% del

valor nominal y un C. V. £ 20%

Por quintuplicado.
Valor promedio entre + 20% del

valor nominal y un C. V. £ 20%.

Minimo 5 puntos.

Debe consistir en al menos 6 a 8

Se debe de definir un modelo | puntos.
LINEALIDAD continuo y reproducible, con una | Debe incluir el limite de
r*>0.99. cuantificacion.
Repetibilidad. En un mismo dia | Por quintuplicado al menos 3
por quintuplicado 3 niveles de | niveles de concentracion.
concentracion diferentes a la | EI C.V. debe ser < 15 %, excepto
curva de calibracién, pero jen el Limite Inferior de
dentrodel rango. El C.V. debe ser | Cuantificacion que es < 20 %.
<15 %. La precision se subdivide para
PRECISION Reproducibilidad intralaboratorio. || considerar la precision en el

Por duplicado durante 3 dias 3
niveles de concentracién
diferentes a la curva de
calibracion, pero dentro del
rango.

El C.V. debe ser< 15 %.

mismo dia y bajo las mismas
condiciones; y por otra parte en
diferentes dias y condiciones
analistas,

diferentes, como

laboratorios, equipos y reactivos.
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Tabla 2. Comparacion entre la Nom 177 y la guia de la FDA (Cont.)

PARAMETRO NOM-177, 1998 FDA, GUIA 2001
Cinco determinaciones, en
minimo 3 niveles de

El valor promedio de los datos de )
o o concentracion
repetibilidad y  reproducibilidad ]
El valor promedio de los datos
deben estar dentro de + 15 % del
EXACTITUD de = 15 % del valor nominal,

valor nominal.

excepto en el Limite Inferior de
Cuantificacion que es + 20 % del

valor nominal.

Por triplicado un minimo de 3
niveles de concentracion dentro del

rango y comparar con soluciones

Comparacion de los resultados

de la extraccion a tres niveles de

) ) concentracion, con soluciones
, de los mismos niveles de
RECUPERACION . representando el 100 %
concentracion.
ABSOLUTA ) . recuperado.
El porcentaje de la relacion de ) )
) Debe ser consistente, preciso
respuestas debe ser reproducible y )
] y reproducible.
no necesariamente del 100%.
Tres alicuotas (para tres
andlisis) a dos niveles de
concentracion (alto y bajo)
- Bajo las condiciones de - Bajo las condiciones de
almacenamiento hasta el almacenamiento hasta el
analisis. analisis.
- Dos ciclos de congelacion- - Tres ciclos de congelacion-
descongelacion. descongelacion.
ESTABILIDAD

Los valores obtenidos deber ser
precisos y exactos.
Evaluar otros factores a los cuales

se mantendran las muestras.

- A corto plazo, de 4 a 24 horas a
T=ambiente.

- A largo plazo, el tiempo que se
tendra almacenada la muestra.

- Muestras procesadas

- Estabilidad de la solucion
Stock.
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2.7 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

Los meétodos cromatograficos son comunmente usados para el analisis
cuantitativo y cualitativo de materia prima, farmacos y metabolitos en fluidos
bioldgicos.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion es una de las técnicas
analiticas mas ampliamente utilizada, tanto en la industria como en diferentes
campos de la ciencia para la validacion de métodos. Esta técnica permite
separar fisicamente los distintos componentes de una mezcla por una mayor
afinidad de uno de los compuestos hacia una de las fases. En toda
cromatografia existe un contacto entre dos fases, una fija que suele llamarse
fase estacionaria, y una movil (fase movil) que fluye permanente durante el
analisis, y que en este caso es un liquido o mezcla de varios liquidos. La fase
estacionaria por su parte puede ser alumina, silice o resinas de intercambio
idnico. Existen varios tipos de detectores que se pueden acoplar a la
cromatografia liquida. El detector mas ampliamente utilizado es el detector de
absorbancia ultravioleta-visible (UV), el cual consiste en un espectrofotdmetro
de barrido que abarca la radiacién UV vy visible, lo que permite registrar el
cromatograma a varias longitudes de onda simultdneamente, la Unica
caracteristica que debe presentar la molécula es pares de dobles ligaduras

conjugadas para poder absorber en el UV.
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3. .OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

o Desarrollar y validar un método analitico por cromatografia de liquidos

de alta resolucion para la deteccion y cuantificacion de FHL-18 en

plasma de rata.

3.2. Objetivos especificos

o Seleccionar las condiciones adecuadas para separar e identificar a

FHL-18 por cromatografia de liquidos de alta resolucion.

o Desarrollar un método que permita la extraccion del FHL-18 del
plasma.
o Validar el método analitico tomando como guia algunos de los

parametros sefialados por la NOM 177-SSA1 (1998).
o Evaluar la estabilidad de FHL-18, tanto a temperatura ambiente como a

la temperatura corporal de la rata (38° C).




4. PARTE EXPERIMENTAL

El estudio se dividi6 en dos partes:

4.1.

1. Desarrollo y validacion del método analitico

2. Cinética de degradacion de FHL-18 en plasma.

Material, reactivos e instrumentos.

o FHL-18 (fue gentiimente donado por el Dr. Francisco Hernandez
Luis, de la Facultad de Quimica de la UNAM).

o Diazepam (Sigma-Aldrich, USA)

o Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion Agilent Modelo 1100
con detector de longitud de onda variable UV-Vis, con microcelda

de 5 uL, 6 mm, 120 bar (Agilent Techologiesinc, CA, USA)

o Dimetilsulfoxido RA (Sigma-Aldrich, USA)

o Metanol grado HPLC (Mallinckrodt Baker, México)

o Agua grado HPLC

o Diclorometano, GR (Mallinckodt Baker, México)

o Hexano, RA (Merck)

o Isopropanol,grado HPLC (Mallinckrodt Baker, México)
o Fosfato monobasico de potasio, GR (J.T. Baker, USA)
o Microviales de 200 uL (Agilent Tecnologies, USA)

o Centrifuga Beckman TJ-6 (Beckman, USA)

o Vértex vertical multi-pulso (Glas-Col, USA)




o Ultracongelador REVCO a -70°C + 3° C (Kendro Laboratory
Products, USA)
o Bafno de agua Yamato BT-25.

o Ratas Wistar macho (280-320 g)

4.2. DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO ANALITICO

4.2.1. Estimacion del pKay el coeficiente de particion

Para poder desarrollar un método analitico es de vital importancia conocer las
propiedades fisicoquimicas del compuesto en estudio, es por ello que
mediante el software ACDlabs v9 (ACD Inc, Canada), se calcul6 el pKay el

coeficiente de particion (log P) de FHL-18.

4.2.2. Preparacion de soluciones

Solucién amortiguadora de fosfatos 25 mM, pH 4.0.
Se pesaron 3.4 g de fosfato de potasio monobasico (KH,PO,4) se disolvié con
aproximadamente 500 mL de agua destilada y se llevo al aforo en un matraz

volumétrico de 1L. El pH se ajust6 a 4.0 con una solucion de HCI 1 N.

Plasma de rata
El plasma que se utilizd para la preparacion de las curvas patron y los puntos

control fue obtenido de ratas Wistar sanas y sin tratamiento previo.




4.2.3. Preparacién de las soluciones estandar, curva de calibracion y

puntos control para FHL-18.

4.2.3.1. Solucion estandar de FHL-18. Concentracion de 50 pg/mL

Se pesaron con exacttud 5 mg de FHL-18 que se transfirieron
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 5 mL, se disolvi6 con
aproximadamente 4 mL de dimetil sulféxido y se llevo al aforo con el mismo
disolvente para obtener una concentracion de 1 mg/mL de FHL-18. De esta
solucion se tomo una alicuota de 50 pL, se transfirié a un matraz volumétrico

de 1 mL y se llevo al aforo con acetonitrilo.

4.2.3.2. Solucion patrén de diazepam (estandar interno). Concentracion
1 pg/mL

Se peso con exactitud 1 mg de diazepam, se transfirid a un matraz volumétrico
de 10 mL, se disolvié con 5 mL de acetonitrilo y se llevo al aforo con el mismo
disolvente para obtener un concentracion de 100 ug/mL; de esta solucion se
tomé una alicuota de 100 uL y se transvasé a una matraz de 10 mL, finalmente

se llevo al aforo con acetonitrilo.

4.2.3.3. Preparacion de la curva de calibracién de FHL-18 en plasma.
Esta curva se preparé a partir de la solucidén estandar de 50 ug/mL de FHL-18.

El procedimiento mediante el cual se preparé se describe en el diagrama 1.




Sol. de FHL-18
50 pg/mL
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40 pL
>

2 mL de plasma

l

ImL

2 mL de plasma

l

1mL
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Diagrama 1. Preparacion de soluciones para la curva patron en plasma

4.2.3.4. Preparacion de los puntos control en plasmay en solucién

Estos puntos se prepararon a partir de la solucion estandar de FHL-18 de 50

ug/mL. El procedimiento a seguir se describe en el diagrama 2.




Concentracién
final de FHL-18

{ng/mL}
222 pL
> 100
2 mL
36 pL
Sol. de FHL-18 —> K > 900
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18 L
> i > 450
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Diagrama 2. Preparacién de los puntos control de FHL-18 en plasma

Desarrollo del método analitico

Considerando que no existe informacion relacionada a esta molécula fue
necesario desarrollar primeramente un método analitico para su cuantificacion
en plasma.
Para ello se llevaron a cabo las siguientes determinaciones:

a) Pruebas de solubilidad en diferentes disolventes.

b) Seleccién de la longitud de onda de maxima absorcion

c) Eleccién de la columna cromatografica

d) Seleccion de la fase movil

e) Eleccion del estandar interno

g) Método de extraccion




4.2.4.

Las condiciones finales fueron las siguientes:

Procedimiento de extraccion

A 800 pL de plasma:

Se le agregaron 150 pL del estandar interno, a una concentracion de 1
Mg/mL

Se adicionaron 7 mL de la mezcla de extraccion,
hexano:diclorometano:isopropanol (100:50:5)

Se agitaron las muestras en el vortex a 95 rpm por 10 minutos

Se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos

Las muestras se congelaron a -70° C por 30 minutos

Se decanto la fase organica y se transvasoé a un tubo limpio

Se evaporo la fase organica a sequedad a 40° C y bajo una corriente de
N2

El residuo se reconstituyd con 50 pL de acetonitrilo

En el diagrama 3 se muestra el proceso de extraccion para FHL-18 en plasma.
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+ 150 L de sol. diazepam de 1 pgimL
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Diagrama 3. Proceso de extraccion de FHL-18 del plasma




4.2.5. Condiciones cromatograficas
Columna: X-Terra RP-18, 5 y, 250 x 4.6 mm (Waters).
Fase movil: Metanol:Buffer de KH,PO,4 25 mM, pH = 4.0 (60:40).
Velocidad de flujo: 0.9 mL/min.
Longitud de onda: 226 nm.
Volumen de inyeccion: 10 L.

Tiempo de corrida: 16 minutos.

4.2.6. Validacion del método analitico para la cuantificacién de FHL-18 en

plasma

Los parametros considerados para la validaciéon fueron los siguientes:
selectividad, linealidad, precision, repetibilidad, precision intermedia, exactitud,
recobro absoluto y estabilidad.

Para cada una de las corridas analiticas, se prepard una curva de calibracion
en plasma de acuerdo con lo descrito anteriormente, a la cual se le calculd la
pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el coeficiente de correlacién (r).

Es importante mencionar que para la validacién del método se utilizd un

estandar de FHL-18 estandarizado por métodos absolutos.

4.2.6.1. SELECTIVIDAD
La selectividad del método se determind analizando diferentes muestras, las
cuales fueron:

» Muestras blanco de plasma de 6 ratas diferentes




» Muestra blanco de plasma obtenida de la mezcla de los plasmas de las
6 ratas sin adicion del farmaco, ni estandar interno (E.I.).

» Muestra blanco de un plasma hemolizado (sin adicién del farmaco, ni
estandar interno).

» Muestra de la mezcla de la matriz bioldgica, adicionada con 150 pL
estandar interno (diazepam con una concentracién de 1 ug/mL).
Criterio de aceptacion: El método es selectivo si no se observa ningun pico de
componentes enddgenos del plasma, que pudieran interferir en la deteccion del

analito o del estandar interno.

4.2.6.2. Linealidad

Para determinar la linealidad del método se prepardé por triplicado la curva de
calibracion de FHL-18 en el rango de concentracion de 62.5 a 1000 ng/mL. Las
muestras se procesaron de acuerdo a lo descrito en el diagrama 3. Para cada
una de las curvas se graficé la relacién de alturas contra la concentracién, y por
un ajuste de minimos cuadrados se determiné la pendiente (m), la ordenada al
origen (b) y el coeficiente de correlacion (r).

Para cada uno de los puntos se calculo la concentracién predicha, la cual es la
concentracion obtenida después de la extraccion del analito del plasma y
calculada extrapolando los datos de la relacion de alturas (FHL-18/E.l.) dentro
de la ecuacion de la recta obtenida, a partir de estos resultados se calculé el %
de desviacion absoluta. Con la concentracion predicha obtenida para cada
punto de la curva, se calculé el promedio, la desviacién estandar y el % de

coeficiente de variaciéon de las tres curvas. Adicionalmente se realizé un




ensayo de Levene para verificar la homocedasticidad de las varianzas.
También se realizd6 un analisis de varianza para determinar si existian
diferencias significativas entre las pendientes y las ordenas de las tres curvas.
Ambos andlisis se determinaron con un nivel de confianza del 95 %.

Criterio de aceptacion: el % de desviacion absoluta para cada uno de los datos
debe ser menor o igual al 15 %, con excepcién del punto mas bajo de la curva,
el cual debe de tener una desviacién absoluta no mayor al 20%.

El coeficiente de correlacion para cada curva debe ser mayor o igual a 0.99.

4.2.6.3. PRECISION

Este punto se divide en dos partes, repetibilidad y precision intermedia.

4.2.6.3.1. Repetibilidad

Este parametro se evalué mediante el analisis de los puntos control a tres
niveles de concentracion (alta, media y baja) que se encuentran dentro del
intervalo establecido. Las concentraciones evaluadas fueron de 100, 450 y 900
ng/mL y fueron preparadas como se describe en el punto 4.2.2.4. Los puntos
control se prepararon por quintuplicado y se analizaron en un mismo dia.

De cada una de las determinaciones se calculd la relaciéon de alturas (FHL-
18/E.l.), posteriormente se calculd la concentracién predicha interpolando los
datos en la curva de calibracion correspondiente. Se determind el promedio, la
desviacion estandar y el % del coeficiente de variacion para cada nivel de

concentracion.
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Criterio de aceptacion: el método es repetible si el % del coeficiente de

variacion no es mayor al 15%.

4.2.6.3.2. Precision intermedia

Se analizaron por triplicado durante tres dias, los puntos control a tres niveles
de concentracion (alta, media y baja) dentro del intervalo establecido. Las
concentraciones evaluadas fueron de 100, 450 y 900 ng/mL en plasma. De
cada una de las determinaciones se calculd la relacion de alturas (FHL-18/E.1.),
posteriormente se calculd la concentracion predicha interpolando los datos en
la curva de calibracion correspondiente. Finalmente se calculd la concentracion
predicha promedio, la desviacion estandar y el % del coeficiente de variacion
para cada nivel de concentracidon utilizando los datos de los tres dias de
analisis.

Criterio de aceptacion: El método presenta precision intermedia si el % de

coeficiente de variacion no es mayor al 15%.

4.2.6.4. Exactitud
Para determinar la exactitud se utilizaron los datos de la precision del método
(repetibilidad y precision intermedia). De cada una de las concentraciones

predichas se calcul6 el % de desviacion absoluta mediante la siguiente formula:

Concentracion noeminal = concentracion predicha X 100
Concentracion nominal

% Desviacion absoluta = [

Donde:

Concentracion nominal = concentracion tedrica.
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Concentracion predicha = concentracién promedio obtenida de la interpolacion
de la relacion de alturas (FHL-18/E.l.) en la curva de calibracion preparada en

el mismo dia.

Criterio de aceptacion: El método es exacto si el valor promedio de desviacion

absoluta en cada nivel de concentracién es menor o igual al 15 %

4.2.6.5. Recuperacién absoluta

El recobro de las muestras plasmaticas se evalué procesando por
quintuplicado los tres puntos control bajo, medio y alto (100, 450 y 900 ng/mL)
en plasma, y comparandolos con muestras en acetonitrilo preparadas por
triplicado, que contienen al analito y al estandar interno en la misma
concentracion que las esperadas en las muestras de plasma procesadas al
final de la extraccion.

Para cada una de las muestras, tanto las de plasma como las de solucion, se
calculé la relacion de alturas (FHL-18/E.l.), posteriormente se calculé el
porcentaje de recobro de cada nivel de concentracion, comparando el
promedio de la respuesta obtenida para la muestra en plasma con la respuesta
obtenida para la muestra en acetonitrilo.

El % de recobro se calculé empleando la siguiente férmula:

Premedio relacién de alturas en plasma {FHL-18/E.l.)

9, = X 100
% Recobro Promedio relacién de alturas en acetonitrilo (FHL-18/E.1.)
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Adicionalmente se calculé el intervalo de confianza para cada nivel de
concentracion.
Criterio de aceptacion: El porcentaje de recobro no necesariamente debe ser

del 100 %, pero debera ser reproducible para cada nivel de concentracion.

4.2.6.6. Estabilidad

Para documentar la estabilidad se llevaron a cabo las siguientes pruebas:

Estabilidad a corto plazo (temperatura ambiente)

Se prepararon por triplicado dos series de los puntos control alto y bajo (900 y
100 ng/mL). Una de las series fue procesada inmediatamente y fue
considerada como las 0 horas. La otra serie se mantuvo sobre la mesa de
trabajo, a temperatura ambiente, durante 4 horas. Transcurrido este tiempo se
procesé de igual manera que la serie anterior. Se determiné la concentracion
predicha interpolando la relacion de alturas (FHL-18/E.l.) de cada punto control
en la curva de calibracion procesada ese dia.

Para cada concentracion se determind el % de desviacion absoluta utilizando
como referencia el valor promedio de las concentraciones predichas a las 0
horas.

Criterio de aceptacion: El % de desviacion absoluta, no debe de exceder el 15

% para cada punto control.
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4.3. Cinética de degradacion de FHL-18
Debido a que la molécula no fue estable a temperatura ambiente, se realizé un
estudio de cinética de degradacion, empleando para ello las siguientes

condiciones:

4.3.1. Estudio atemperatura ambiente

Se prepararon por triplicado el punto control alto y medio (900 y 450 ng/mL).
Estas muestras permanecieron a temperatura ambiente durante 0, 1,2, 3,4y 5
horas y posteriormente fueron procesadas. La concentracion predicha se
determiné interpolando la relacién de alturas (FHL-18/E.l.) en la curva de
calibracion procesada el mismo dia del estudio, se calculdé el promedio, la
desviaciéon estandar y el % del coeficiente de variacion para cada
concentracion. Se grafico la concentracion predicha de FHL-18 contra el tiempo
y se determiné el orden de la cinética mediante el coeficiente de correlacion.
Adicionalmente a esta determinacion se realizé un analisis de residuales entre
la concentracién predicha (obtenida mediante la ecuacion de la recta) y la

concentracion nominal:

Orden Ecuacion
0 C=Cp+ kt
1 C=Coe™
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Donde:

C = Concentracion nominal

Co = Concentracion inicial

k = constante

t = tiempo

El orden de reaccion es aquel en donde la suma del analisis de residuales se

acerca mas a cero.

4.3.2. Estudio atemperatura corporal de la rata

Se prepararon por triplicado dos concentraciones de FHL-18 el punto control
alto y medio (900 y 450 ng/mL). Estas muestras permanecieron a 38° C
durante 0, 1, 2, 3, 4 y 5 horas y posteriormente fueron procesadas. La
concentracion predicha se determiné interpolando la relaciéon de alturas (FHL-
18/E.l.) en la curva de calibracién procesada el mismo dia del estudio, se
calculé el promedio, la desviacién estandar y el % del coeficiente de variacién
para cada concentracion. Se graficé la concentracién predicha de FHL-18
contra el tiempo y se determiné el orden de la cinética mediante el coeficiente

de correlacion.

4.3.3. Estudio de farmacocinética de FHL-18

Para el estudio se prepard una dispersion solida de FHL-18 en cremofor al 2%
y se administré una dosis de 15 mg/kg por via oral a ratas Wistar. Se tomaron
muestras sanguineas a las 1, 2, 3 y 6 horas, las cuales se analizaron

inmediatamente empleando el método desarrollado.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Estimacion del pKay el coeficiente de particion
Al utilizar el progrma ACDIlabs v9 se encontré que:
Los valores de pKa del FHL-18 son: pKa; =10.42 y pKa; 4.84.

El coeficiente de particion (log P) es de 3.0

pKa,

o)

H
+
0 N\ )’I\ —CHs
>—NH O
N
H

f

pKa,

Figura 11. Sefalizacion de los pKa de FHL-18

5.2. Desarrollo del método analitico

5.2.1. Determinacion de la solubilidad

Para desarrollar el método analitico, se determiné primeramente la solubilidad
de FHL-18, en diferentes disolventes. Se encontro que el compuesto es muy
soluble en dimetilsulféxido, soluble en acetonitrilo y metanol, y practicamente

insoluble en agua.




5.2.2. Seleccion de las condiciones cromatograficas

5.2.2.1. Determinacion de lalongitud de onda de méaxima absorcion

Para determinar la longitud de onda se tomé en cuenta la propiedad
fisicoquimica de FHL-18 de absorber en la region UV ya que es una molécula
que cuenta con dobles ligaduras conjugadas. Considerando lo anterior se trazé
el espectro de absorcion de FHL-18 en acetonitrilo, realizando un barrido de

longitudes de onda de 200 a 400 nm. La longitud de maxima absorcion fue 226

nm.

. e ——r — o ——y ——————
200 225 250 275 300 325 350 375

Figura 12. Espectro de absorcion de FHL-18 en acetonitrilo de 200 a 400 nm




5.2.2.2. Eleccién de la columnay fase movil

Considerando que la molécula es poco polar, se seleccionaron columnas de

fase reversa. Las columnas utilizadas fueron las siguientes:

. Symmetry Shield RP Cqg (5 um, 4.6 x 250 mm), Waters.
. X TERRA RP18 (5 um, 4.6 x 250 mm), Waters.
o Waters Spherisorb ODS (5 um, 4.6 x 250 mm), Waters.
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Figura 13. Cromatograma de FHL-18 (11.365 min), con una columna Waters Spherisorb ODS

(5 um, 4.6 x 250 mm)

Para cada una de las columnas se encontréo las mejores condiciones
cromatograficas para detectar adecuadamente a la molécula. La columna que
dio mejores resultados fue la X TERRA, ya que con esta columna se obtuvieron
picos bien definidos y con un tiempo de retenciéon adecuado para que no se

observaran interferencias con los compuestos endégenos del plasma.




Para la eleccion de la fase movil se probaron varias mezclas, entre ellas:

o Acetonitrilo:agua:metanol (50:45:5)

o Acetonitrilo:agua:metanol (30:55:15)

o Acetonitrilo:agua:metanol (60:35:5)

o Acetonitrilo:agua:metanol (45:45:10)

o Acetonitrilo:agua:metanol (40:40:20)

o Acetonitrilo:agua:metanol (20:30:50)

o Agua:metanol (60:40)

o Buffer KH,PO4 25mM pH=4:Metanol (40:60)

En la ultima mezcla no se observé interferencia de los componentes
endogenos del plasma con el analito, ademas de presentar una éptima
separacién entre FHL-18 y el estandar interno, por lo tanto, Metanol:Buffer
KH,PO4 25mM pH=4 (60:40), fue la fase mévil de eleccion.

Con las otras fases moviles si se presentaron interferencias o el estandar
interno que se habia elegido, tenia un tiempo de retencion similar al

analito de interés.
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Figura 14. Cromatograma de FHL-18 (aprox. 6 min.) no se observa debido a la interferencia

con el plasma. Fase movil acetonitrilo:agua:metanol (50:45:5).
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Figura 15. Cromatograma de FHL-18 (aprox. 8 min.) debido a la interferencia con el plasma.

Fase movil acetonitrilo;:agua:metanol (20:30:50)
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Figura 16. Cromatograma de FHL-18 (7.413 min.) y el estandar interno (8.327 min.) no

presentan una buena simetria. Fase moévil agua:metanol (60:40).

5.2.2.3. Velocidad de flujo y tiempo de corrida

La velocidad de flujo se seleccion6 de acuerdo a la simetria del pico obtenida
(si la velocidad es muy alta o muy baja el pico puede observase coleado). De
esta manera se determiné que la velocidad de flujo adecuada era de 0.9
mL/min.

El tiempo de corrida es aquél en el cual los analitos de interés han eluido
totalmente, en este tiempo también deben ser eluidos los compuestos
endégenos del plasma para que no interfieran en corridas subsecuentes. El

tiempo fue de 16 minutos.
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Figura 17. Cromatograma de FHL-18 (6.909 min.) que se observa coleado debido a una

velocidad de flujo mas alta que la adecuada

5.2.2.4. Condiciones cromatograficas optimas

o Columna: X-Terra RP-18, 5 ym, 250 x 4.6 mm (Waters).

o Fase movil: Metanol:Buffer de KH,PO4 25 mM, pH = 4.0 (60:40).
o Velocidad de flujo: 0.9 mL/min.

o Tiempo de corrida: 16 minutos.

Las condiciones anteriores permitieron que los picos pertenecientes a los
analitos interés presentaran una buena separacion, con una resolucion de 1.68,
una adecuada forma de los picos y sin interferencia de los compuesto

enddgenos del plasma.

FHL-18

Figura 18. Cromatograma con las condiciones cromatograficas finales




5.2.3. Eleccion del estandar interno

La eleccion del estandar interno se llevé a cabo buscando una molécula que
presentara un comportamiento fisicoquimico similar al de FHL-18. De esta
manera se probaron varios estandares, entre ellos:

Prazicuantel, el cual interferia con el pico de FHL-18.
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Figura 19. Cromatograma de FHL-18 (8.614 min.) y Prazicuantel (9.631 min.)

Albendazol, en este caso los compuestos enddégenos del plasma interferian
con la deteccion de este compuesto.
Mebendazol, este compuesto presentd un tiempo de retencion corto, asi que

los compuestos enddgenos del plasma interfirieron con su deteccion.

Figura 20. Cromatograma de Mebendazol (4.923 min.)
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Acenafteno, el plasma interfirié con la deteccion de este compuesto.

Figura 21. Cromatograma de Acenafteno (5.414 min.)

Alobarbital, su tiempo de retencion fue muy corto, por lo que el plasma interfirié

con su deteccion.

10 15

Figura 22. Cromatograma de Alobarbital (4.324 min)

Carbamazepina, el pico correspondiente a este compuesto se presentd sin
simetria.

Amitriptilina, su tiempo de retencion fue muy largo, de alrededor de 60 minutos.
Diazepam, éste fue el estandar elegido, ya que demostrd tener un tiempo de
retencion en el cual este compuesto no interferia con el analito de interés, fue
soluble en la mezcla de extraccidn y adicionalmente no se observaron
interferencias de compuestos endogenos del plasma con el diazepam (Figura

23).




Figura 23. Diazepam

5.2.4. Desarrollo del método de extraccion

o Mezcla de extraccion: esta mezcla se eligio de acuerdo a la
polaridad de la molécula y teniendo como objetivo el obtener un
porcentaje de recuperacion que fuera constante para todos los
niveles de concentracion dentro del rango. La mezcla de extraccion
seleccionada fue hexano:diclorometano:isopropanol (100:50:5), y el
volumen utilizado fue de 7 mL.

o Tiempo de agitacion: se evaluaron diferentes tiempos de agitacion
seleccionandose aquél con el que se logré la maxima extraccion, el
cual resulto ser de 10 minutos.

o Centrifugacion: se determind el tiempo y la velocidad de
centrifugacion con los que se lograra la separacion del plasma y la
fase organica, el resultado fue de 3000 rpm durante 15 min.

o Congelacion: este paso es necesario para poder decantar la fase
organica, sin correr el riesgo de que alguna fraccion del plasma
pudiera decantarse también. El tiempo de congelacion de las

muestras fue de 30 minutos a -70°C.




o Evaporacion: posteriormente se transvaso la fase organica a un
tubo limpio y se evaporé a sequedad con una corriente de N,
durante 20 minutos, éste fue el tiempo necesario para que se
evaporara todo el disolvente.

° Reconstitucion del residuo: para poder inyectar la molécula en el
HPLC, era necesario reconstituirla en un disolvente donde fuera
soluble, en este caso se eligid acetonitrilo y el volumen de

reconstitucion fue de 50 pL.

5.3. Validacion del método

5.3.1. Selectividad

Para determinar la selectividad se analizaron diferentes muestras de plasma
para comprobar que sus compuestos enddégenos no interfirieran con la sefal
de los analitos de interés. En la Figura 24 y 25 se presentan los cromatogramas
correspondientes al blanco de plasma, obtenido de muestras de 6 diferentes
ratas, y blanco de plasma adicionado con estandar interno, respectivamente.
No se observaron interferencias significativas de compuestos endogenos del
plasma en la region cromatografica del FHL-18 y del estandar interno
(diazepam).

También fue analizada una muestra de blanco de plasma hemolizado y otras
seis muestras de blanco de plasma provenientes de diferentes ratas.

Estas muestras no mostraron interferencia alguna con las sefales de FHL-18 y

diazepam.
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En la Figura 26, se muestra el cromatograma obtenido de la muestra de

plasma, adicionada con FHL-18 y E.I.

Figura 25. Blanco de plasma + estandar interno (1ug/mL)

Figura 24. Blanco de plasma

Figura 26. Plasma + FHL-18 (800 ng/mL) + estandar interno (1ug/mL)
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5.3.2. Linealidad del método

La Figura 27 muestra el promedio de la relacién de alturas (FHL-18/E.l.) de las

tres curvas contra la concentracion.

y =0.0018x - 0.0366
FHL-18 EN PLASMA R2 = 0.99769
2.0
0 1.6
g
S 12
53
c
0
SE 0.8
E S—
7]
o 0.4
0.0
0 200 400 600 800 1000
Concentracion (ng/mL)

Figura 27. Linaelidad del método para FHL-18 en plasma

Con los resultados obtenidos de las tres curvas, se calculd la relacion de
alturas promedio, la desviacion estandar y el % del coeficiente de variacion
promedio. Los resultados de estas determinaciones se muestran en la Tabla 3.
Para cada curva se determind la pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el

coeficiente de correlacion (r), cuyos resultados, se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 3. Valores promedio, desviaciéon estandar y % de C.V. de las tres curvas

para linealidad.

Relacion de
Concentracion alturas Desviacion
(ng/mL) promedio estandar % C.V.
(FHL18/E.l.)
62.5 0.0903 0.0102 11.26
125 0.1942 0.0287 14.79
250 0.3884 0.0079 2.03
500 0.8351 0.0343 4.06
800 1.4629 0.0635 4.34
1000 1.7364 0.1086 6.25

El ensayo de Levene para verificacion de la homocedasticidad de las varianzas

no denoto diferencias significativas al 95% de confianza (valor-P: 0.2534)

Tabla 4. Pendiente, intercepto, ecuacion de la recta y coeficiente de correlacién

para las tres curvas.

Parametro Curva A Curva B Curva C
Pendiente 0.001723 0.001807 0.001900
Intercepto -0.03376 -0.03823 -0.04015

Ecuacion de la recta

y = 0.0017x — 0.0338

y =0.0018x — 0.0382

y = 0.0019x — 0.0402

Coeficiente de

correlacion

0.99315

0.99818

0.99714
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Para corroborar que los valores de ordenadas y pendientes no presentan

diferencias significativas se realizé un analisis de varianza sobre ellas. En la

siguiente Tabla se indican los resultados obtenidos:

Tabla 5. Analisis de varianza para las diferentes ordenadas y pendientes

Sumade | Grados de| Cuadrado _
Fuente Cociente F| Valor-P
cuadrados libertad medio
Relacién de
7.10985 1 7.10985 3202.27 0.0000
areas (Y)
Ordenadas | 0.0165411 2 0.00827053 3.73 0.0552
Pendientes | 0.0112751 2 0.00563757 2.54 0.1203
Modelo 7.13766 5
Residual 0.026643 12 0.00222025

De ella se observa que al 95% de confianza las distintas ordenadas y las

distintas pendientes no son diferentes entre si.

Los datos obtenidos de la regresion lineal se utilizaron para obtener la

concentracion predicha y el % de desviacion absoluta de cada una de las

determinaciones. En la Tabla 6 se muestran los resultados de esta desviacion.
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Tabla 6. Desviacion absoluta para los datos de linealidad (tres curvas).

Concentracion
Concentracion tedrica predicha Desviacion absoluta
(ng/mL) (ng/mL) (%)
62.5 73.43 17.49
62.5 73.20 17.13
62.5 64.94 3.90
125 114.66 8.27
125 130.46 4.37
125 137.45 9.96
250 242.07 3.17
250 233.76 6.50
250 230.30 7.88
500 486.80 2.64
500 499.62 0.076
500 476.40 4.72
800 856.72 7.09
800 819.86 2.48
800 828.21 3.53
1000 963.81 3.62
1000 982.18 1.78
1000 991.93 0.807

El método es lineal debido a que el coeficiente de correlacion para cada una de
las rectas es mayor al 0.99, el % del coeficiente de variacion y la desviacion
absoluta no superan el 20% para el punto mas pequefo de la curva y no

superan el 15% para los demas puntos.
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5.3.3. Precision del método

5.3.3.1. Repetibilidad

De los datos que se presentan en la Tabla 7 se observa que el método

analitico es repetible ya que el coeficiente de variacién en cada punto control,

es menor al 15%.

Tabla 7. Resultados de la repetibilidad del método

Concentracion
tedrica
(ng/mL)

Concentracién
predicha
(ng/mL)

Promedio
(ng/mL)

Desviacién
estandar

% C.V.

100

102.53

101.87

103.59

100.18

99.96

101. 62

1.55

1.52

450

489.08

468.24

471.20

478.68

488.80

479.20

9.67

2.02

900

791.31

794.25

770.45

777.70

776.43

782.03

10.24

1.31

5.3.3.2. Precisién intermedia

En la Tabla 8 se reportan los resultados de la precision intermedia del método

analitico para cuantificar FHL-18 en plasma. En ella se puede observar que el

método es reproducible ya que el coeficiente de variacién obtenido de las

concentraciones predichas de las muestras, para los tres dias de analisis, fue

menor al 15%.
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Tabla 8. Resultados de la precision intermedia del método

100 103.26 7.29 7.06
450 471.76 18.56 3.93
900 863.30 82.39 9.54

5.3.4. Exactitud

En las Tablas 9 y 10 se muestran los resultados de cada nivel de concentracion

obtenidos de los datos de precision intermedia y repetibilidad. EI método es

exacto ya que en ninguna de las concentraciones la desviacién absoluta

supera el 15 %
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Tabla 9. Desviacion absoluta para los datos de precision intermedia.

Concentracién tedrica

Concentracion
experimental

Desviacién absoluta (%)

(ng/mL) (ng/mL)

93.18 6.82
94.01 5.99
103.83 3.83
114.22 14.22
110.51 10.51

100 110.84 10.84
100.18 0.180
99.96 0.035
101.87 1.87
449.37 0.140
453.62 0.804
449.71 0.064
480.57 6.79
498.76 10.83

450 495.69 10.15
468.24 4.05
471.20 4.71
478.68 6.37
826.28 8.19
842.75 6.36
828.66 7.93
974.90 8.32
974.05 8.23

900 959.84 6.65
791.31 12.08
794.25 11.75
777.70 13.59
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Tabla 10. Desviacion absoluta de los datos de repetibilidad.

Concentracioén
Concentracion tedrica predicha Desviacion absoluta
(ng/mL) (ng/mL) (%)
102.53 2.53
101.87 1.87
100 103.59 3.59
100.18 0.180
99.96 0.035
489.08 8.68
468.24 4.05
450 471.20 4.71
478.68 6.37
488.80 8.62
791.31 12.08
794.25 11.75
900 770.45 14.39
777.70 13.59
776.43 13.73

5.3.5. Recobro absoluto

La Tabla 11 muestra la relacion de alturas promedio para los tres niveles de
concentracion. A partir de estas relaciones, se calculé el recobro absoluto
mediante la comparacion de los puntos control en plasma con los puntos
control en solucion y se determinaron sus respectivos intervalos de confianza.
Como se puede observar, el recobro no fue muy alto, pero fue reproducible y

estadisticamente igual para el nivel de concentracion bajo y medio.
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Tabla 11. Resultados del recobro absoluto.

Promedio de la Promedio de la
Concentracion relacion de alturas relacion de g[turas % de recobro
(ng/mL) en plasma en solucion
(FHL-18/E.1.) (FHL-18/E.1)
100 0.1754 0.2970 59.032 + 8.81
450 0.8692 1.5384 56.498 + 1.18
900 1.4257 3.0542 46.680 + 0.63
PROMEDIO 54.21
DESVIACION ESTANDAR 6.61
% C.V. 12.19

5.3.6. Estabilidad

Al evaluar la estabilidad se encontré que al dejar las muestras en la mesa de
trabajo durante 4 horas la molécula no fue estable en plasma. Después de este
tiempo el % de recobro en relacion con la concentracion nominal fue del 30%.
Con el fin de conocer mejor la estabilidad del FHL-18 a temperatura ambiente,
se realizaron pruebas de la cinética de desaparicion de esta molécula en

plasma.

5.4. Cinética de desaparicion de FHL-18

5.4.1. Cinética atemperatura ambiente

Esta prueba se realizé para tener una idea del tiempo en el cual es confiable
procesar las muestras. En la Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos,
para esta determinacién. En ella se puede observar que la molécula se
degrada rapidamente en plasma. Asi a las 5 horas el porcentaje remanente

solo era del 33%.
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En esta misma Tabla, se presentan los resultados del ajuste de los datos a una
cinética de orden cero y de primer orden. De acuerdo a los resultados
obtenidos se podria decir que el orden de la cinética que mejor se ajusta a los
datos es el de primer orden, ya que el promedio del coeficiente de correlacion
para las curvas de las dos concentraciones estudiadas es de 0.9972, y para el
orden cero, el coeficiente de correlacion 0.9935, sin embargo, estos dos
coeficientes son muy similares es por ello que adicionalmente se realizé un
analisis de residuales en donde se determiné que el orden de la cinética para la
transformacion de FHL-18 es cero, los resultados de esta determinacién se

presenta en las Tablas 13 y 14.

Tabla 12. Resultados promedio de las tres curvas para las dos concentraciones de

FHL-18 para determinar el orden de reaccion y parametros para cada cinética

Tiempo (horas) Concentracion | Concentracion
(450 ng/mL) (900 ng/mL)

0 490.75 895.14
1 402.39 765.88
2 341.37 679.70
3 274.89 537.81
4 233.23 445.33
5 193.40 355.58
Pendiente Orden cero -58.88 -108.61
(m) Primer orden -0.186 -0.1851
Ordenada Orden cero 469.87 884.77
(b) Primer orden 6.1915 6.8326
Coeficiente de | Orden cero 0.9896 0.9975
correlacion (r) [ primer orden 0.9995 0.9950
Constante Orden cero 58.88 108.61
(k) Primer orden 0.186 0.185
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Tabla 13. Analisis de residuales para la cinética de orden cero

Coqcentracién Con_centraci()n (Crominat-Cea |d)2
predicha (ng/mL) nominal (pg/mL) nominat eaicUiade,
0.900 0.895 0.00002
0.791 0.766 0.00065
0.683 0.680 0.00001
0.574 0.538 0.00132
0.466 0.445 0.00041
0.357 0.356 0.00000
0.450 0.491 0.00166
0.391 0.402 0.00013
0.332 0.341 0.00008
0.273 0.275 0.00000
0.214 0.233 0.00035
0.156 0.193 0.00143
0.00607

Tabla 14. Analisis de residuales para la cinética de primer orden

Con_centracién Con_centracién (Cromina-Ceatoutaga)?
predicha (ug/mL) nominal (ug/mL)
0.900 0.895 0.00002
0.740 0.766 0.00067
0.608 0.680 0.00508
0.500 0.538 0.00141
0.411 0.445 0.00115
0.338 0.356 0.00030
0.450 0.491 0.00166
0.374 0.402 0.00080
0.311 0.341 0.00092
0.259 0.275 0.00026
0.215 0.233 0.00033
0.179 0.193 0.00021
0.012822

En las Figuras 28, 29, 30 y 31 se muestran las curvas de orden cero y de
primer orden para 900 y 450 ng/mL.
Una vez obtenida la cinética de degradacion, se determind el tiempo de vida

media mediante la siguiente férmula:
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t1/2 = Co/2k

en donde

t12 = tiempo de vida media

k = valor absoluto de la pendiente de la recta.

Co = concentracion inicial

Por lo tanto el tiempo de vida media para FHL-18 a temperatura ambiente en

plasma es de aproximadamente 4.1 horas.

Cinética para FHL-18 de orden cero

(450 ng/mL) y = -58.878x + 469.87
R?=0.97927
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Figura 28. Cinética de orden cero para FHL-18 a 450 ng/mL

Cinetica de primer orden para FHL-18
(450 ng/mL) R?=0.99902

y =-0.186x + 6.1915
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Figura 29. Cinética de primer orden para FHL-18 a 450 ng/mL
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Cinética para FHL-18 de orden cero y = 108.61x + 884.77
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Figura 30. Cinética de orden cero para FHL-18 a 900 ng/mL

Cinetica de primer orden para FHL-18 | _ ; 15514+ 68326
(900 ng/mL) R?=0.98996

Ln concentracion

3
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Figura 31. Cinética de primer orden para FHL-18 a 900 ng/mL

5.4.2. Cinética a temperatura corporal de la rata (38° C)

Se realiz6 este estudio para conocer la velocidad a la cual FHL-18 se degrada
(o se hidroliza) en el plasma a la temperatura corporal de la rata (38° C). En la
Tabla 15 se muestran las concentraciones obtenidas al interpolar la relacién de
alturas de las muestras procesadas a diferentes tiempos en la curva de

calibracion.

24




Tabla 15. Resultados de la cinética a 38 °C

Concentracién | Concentracion
Tiempo (minutos) (450 ng/mL) (900 ng/mL)

0 480.94 966.68

15 334.83 641.34

30 212.71 459.98

45 160.30 311.10

60 118.26 222.41

90 65.70 129.87
120 - 86.64

El procedimiento para determinar el orden de reaccién fue el mismo que el
utilizado para determinar el orden a temperatura ambiente. Sin embargo, desde
que se graficaron los resultados (Figuras 32 y 33) era evidente que la curva
obtenida no se ajustaba a una cinética de orden cero. Por ello, s6lo se

calcularon los parametros para la cinética de primer orden. Estos resultados se

observan en la Tabla 16.

Cinética para FHL-18 de orden cero
(450 ng/mL)

600
E 500
€ 400
E 300 \‘\
k<)
S 100 ——
3 o :
0 20 40 60 80 100

Tiempo (minutos)

Figura 32. Cinética de orden cero para FHL-18 (450 ng/mL) a 38 °C
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Cinética para FHL-18 de orden cero
(900 ng/ml)

I 1200
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Figura 33. Cinética de orden cero para FHL-18 (900 ng/mL)

El tiempo de vida media se determiné mediante la siguiente férmula:

t1/2 =Ln2/k
en donde
t12 = tiempo de vida media

k = valor absoluto de la pendiente de la recta

Tabla 16. Parametros de la cinética de primer orden.

Concentracion | Concentracion
Parametro (450 ng/ml) (900 ng/ml)
m -0.020 -0.020
b 6.1136 6.7468
r 0.9964 0.9925
t12 (min) 31.5 34.6
k (min™) 0.022 0.020

Las Figuras 34 y 35 muestran las curvas de FHL-18 a 450 y 900 ng/mL

ajustadas a una cinética de primer orden.
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Cinética para FHL-18 primer orden = .00221x +6.1136

(450 ng,{mn R?=0.99274
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Figura 34. Cinética de primer orden para FHL-18 (450 ng/mL)a T =38°C

Cinética FHL-18 de primer orden y =-0.0202x + 6.7468
(900 ng/ml) R? = 0.98515
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Figura 35. Cinética de primer orden para FHL-18 (900 ng/mL)a T =38°C

5.4.3. Estudio de deteccion de FHL-18 en ratas administradas

Tomando en consideracion la baja estabilidad de la molécula se realizé un
estudio farmacocinético en ratas, a las cuales se les administr6é una dosis de 15
mg/kg de FHL-18 por via oral, encontrandose que a ningun tiempo de muestreo
fue posible detectar la molécula.

Con estos resultados se puede decir que es probable que la molécula se éste

transformando en el plasma y no se puede descartar que también sufra efecto
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de primer paso en el higado, ya que es en este 6rgano en donde se llevan a
cabo las principales reacciones de metabolizacion que incluyen oxidacion,
reduccidén y conjugacion. Para determinar el mecanismo mediante el cual la
molécula se biotransforma se requieren de otros estudios, los cuales se
pueden llevar acabo con enzimas y encontrar al metabolito que se esta
formando.

La elucidacion del metabolito formado es importante, ya que a partir de éste se
pueden realizar estudios que nos permita saber si presenta la actividad
deseada y de esta manera continuar con los estudios clinicos de esta

molécula.

15

2.184

50

2=

\\\.
o
P

Figura 36. Cromatograma de plasma de rata 4 horas después de la administracién de FHL-18

Haciendo una recopilacion de los resultados obtenidos y observando la
estructura molecular de FHL-18 se puede inferir que este compuesto es
hidrolizado por las enzimas presentes en el plasma, llamadas esterasas, las
cuales tienen la capacidad de hidrolizar grupos éster y amida, entre otros. Sin
embargo, estas enzimas no solo estan presentes en el plasma, también se

pueden encontrar en intestino e higado, lo que también pudo haber causado
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que no se detectara FHL-18 en el estudio realizado con las ratas. Es
importante puntualizar que la cantidad de enzimas puede diferir entre especies.
Un ejemplo de ello es que la enzima llamada carboxilesterasa se encuentra en
mayor cantidad en ratones que en ratas, sin embargo, esta enzima no exhibe
actividad en plasma humano (Koitka M, 2008), es por ello que se deben
continuar con otros estudios para determinar si FHL-18 es estable en plasma

humano.
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6. CONCLUSIONES

A) El método analitico desarrollado y validado, resulto ser:

o Selectivo, ya que no se presentaron interferencias de los compuestos
enddgenos del plasma.

o Lineal en el intervalo de concentraciones entre 62.5y 1000 ng/ml.

o Preciso, tanto para muestras procesadas en el mismo dia, como para
muestras procesadas en diferentes dias, cuando se realiza el andlisis
en el mismo laboratorio, con el mismo equipo y bajo las mismas
condiciones de trabajo.

o Exacto, ya que la desviaciébn con respecto a las concentraciones

nominales fue menor al 15%.

B) El FHL-18
o No es estable a temperatura ambiente.
o A temperatura ambiente la cinética de hidrélisis de FHL-18 en plasma

es de primer orden con una vida media de 4.1 horas.
. A 38° C la cinética de hidrdlisis de FHL-18 en plasma es de primer

orden con una vida media de 33.5 minutos.




7.

PERSPECTIVAS

Realizar estudios para determinar cual es el metabolito del FHL-18 que
presenta el efecto terapéutico
Evaluar la actividad cisticida in vitro del metabolito formado.

Determinar la actividad de FHL-18 en otras especies animales.
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