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1 INTRODUCCION

El cancer es un conjunto de alrededor de 200 enfermedades diferentes
caracterizadas por un crecimiento anormal de las células. En el tratamiento de
esta enfermedad se utiliza la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia. Debido
a la resistencia que ha desarrollado el cuerpo y a la alta toxicidad de los
compuestos antineopladsicos utilizados tradicionalmente surge la necesidad del
desarrollo de nuevos farmacos. Es por ello que a finales de la década de los
70°s, la Dra. Lena Ruiz y su equipo desarrollaron una nueva familia de
compuestos antineoplasicos, las Casiopeinas®, las cuales podrian tener una
mayor selectividad sobre las células afectadas por el cancer. Las
Casiopeinas®, son un grupo de compuestos de coordinacién de cobre (II) con
centro metalico que han demostrado actividad antitumoral. Una molécula de
esta familia ha pasado el panel de estudios preclinicos (Casiopeina III-ia) y
ahora se encuentra en investigacion clinica. Uno de los estudios necesarios
antes de realizar la farmacocinética, es el estudio kb/p (constante de particién
sangre/plasma) que es utilizado para conocer en que fluido, ya sea plasma o
sangre, se encuentra mayoritariamente el farmaco en cuestién; de esta forma
se evita la obtencion de parametros farmacocinéticos inexactos y que pueden
influir en el valor de constantes tan importantes en la clinica como la
depuracion (Cl) o en la postulacién de los regimes de dosificacién. Por lo tanto,
el objetivo de la presente investigacion es el de conocer la constante de
biodistribuciéon (Kb/p) de la Casiopeina IlI-ia, utilizando para ello un sistema de
cuantificacion altamente sensible como es el UHPLC-MS(QTOF) que pemitid la
obtencién de las concentraciones del complejo de coordinaciéon en los fluidos

biolédgicos mencionados.

14
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2 ANTECEDENTES

2.1 Cancer

Se le denomina cancer a un conjunto de padecimientos que
comprenden una alteracion en el crecimiento normal de las células de
cualquier tejido del organismo, produciendo un aumento de volumen,
este crecimiento se conoce como Neoplasia. [National Institute Cancer
(NCI), 2014]

Las neoplasias se dividen en dos grupos: neoplasias benignas vy
neoplasias malignas. Las neoplasias malignas son sindnimas de cancer
ya que ademas del crecimiento descontrolado pueden invadir tejidos
cercanos a través del torrente sanguineo o el sistema linfatico [SSA,
2013]. Los diversos tipos de cancer se clasifican segin el lugar de

aparicion.

El cancer, es una de las principales causas de mortalidad a nivel
mundial, en 2012 se reportaron 8.2 millones de defunciones,
equivalente al 13% de las defunciones mundiales. Siendo los de mayor
incidencia el cancer de pulmoén seguido por el de estémago, higado,
coléon y mama [OMS, 2015].

En México respecto a morbilidad en el afio 2011 se reportd que del total
de egresos hospitalarios por tumores el 55.6% se deben a tumores
malignos, en la poblacion joven (menores de 20 afios) del total de
egresos el 70.6% se debe a un tumor maligno siendo esta cifra mayor a
la presentada en el poblacién adulta (53.2%) [Instituto Nacional de
Geografia y Estadistica (INEGI), 2014].

15
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2.1.1 Tratamientos contra el cancer.

En la actualidad recibir un diagndéstico de cancer no significa sindnimo de
muerte ya que las probabilidades de supervivencia son altas con un
diagnostico oportuno y un tratamiento adecuado [SSA, 2014]. Debido a
la diversidad de padecimientos que comprenden el cancer, existen un

sin niUmero de tratamientos, estos pueden dividirse en cuatro tipos:

2.1.1.1 Cirugia

Consiste en extirpar el tejido maligno (tumor) con la finalidad de curar
la enfermedad. Este tipo de tratamiento resulta efectivo para tipos de

cancer que son localizados es decir que no se han [NCI, 2014].

2.1.1.2 Terapia Bioldgica

Estos tratamientos utilizan sustancias que son de origen bioldgico, que
inhiben o estimulan al sistema inmunoldgico con la finalidad de que este

ayude a combatir las células dafiadas [NCI, 2014].

2.1.1.3 Radioterapia

Uso de radiacién de alta energia proveniente de rayos X, rayos gamma,
neutrones y protones para destruir células cancerosas y reducir el

tamano de los tumores. [NCI, 2014].

16



e

Biofarmacia
2.1.1.4 Quimioterapia

Es la administracion sistémica de un farmaco o la combinacién de
ellos, con la finalidad de frenar, disminuir y/o destruir las células

cancerigenas [NCI, 2014].
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2.2 Desarrollo de Farmacos nuevos.

En el siglo XIX los farmacos y medicamentos disponibles tenian como
origen preparaciones crudas de plantas, animales o minerales, debido a
la experimentacion fisioldgica y al desarrollo de la quimica medicinal el
aislamiento, purificacion e identificacion de principios activos hizo
posible la sintesis de nuevos farmacos y con ello el crecimiento, durante
el siglo XX, de la industria farmacéutica y la venta de nuevos productos
gue prometian el mejoramiento de la salud, sin embargo el desastre de
la talidomida en 1962 obligd a las autoridades sanitarias a emitir
normatividades para la proteccién del paciente dando como resultado la
creacion de Comités de Etica y de investigacion en seres humanos

[Magos-Guerrero y Lorenzana-liménez, 2009].

ETAPA DE DESARROLLO (7 a 10 ainos)

Rutas Optimizacion y
alternativas escalamiento

—
| |

Descubrimiento de un

prototipo Fase clinica I Fase clinica III
SAR( Structure-Activity (de 20 a 80 (mas de 3000 ..
Relationship) o voluntarios acientes) Fase clinica IV
Modelacién molecular y p

estudios preclinicos

Elecciéon Fase clinica II
del candidato (De 100 a 400
pacientes).

Figura 1. Etapas del desarrollo de un medicamento. King F.D. (2002). Medicinal
Chemestry. RSC. Great Britain. pp. 182.
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2.2.1 Fase pre-clinica.

Esta etapa puede sub-dividirse en tres fases:

Evaluacion general del potencial farmacoldgico de las moléculas, en el
caso de no conocer su efecto o de ser disefado para una accidon en
especifico. Estas evaluaciones pueden realizarse in vitro: en tejidos,
organos aislados o lineas celulares e in vivo en diversas especies
animales con dosis estandar estableciendo ademas posibles efectos

secundarios [Pérez-Sanchez, P. y Sobredo-Galanes A., 2010].

a) Estudios de toxicidad aguda y cronica, afectacion en fertilidad,
mutagenicidad, teratogenicidad [Pérez, 2010].
b) Estudios farmacocinéticos y estudios farmacodinamicos en

diversas especies animales [Magos, 2009].

2.2.2 Fase Clinica.

Para que un nuevo farmaco sea probado en humanos primeramente
debe de contar con autorizacién gubernamental y registro del farmaco,
en nuestro pais es otorgada por la Secretaria de Salud por medio de la
Comision Federal para la Proteccion de Riesgos Sanitarios (COFEPRIS).

La fase clinica se divide en cuatro fases:

2.2.2.1 Fase I.

Los estudios son realizados principalmente en un pequefo grupo de
voluntarios sanos (20-80), por investigadores capaces de evaluar datos
farmacoldgicos y toxicoldgicos. Los objetivos principales de esta fase

son: a) revisar la seguridad al valorar la presencia de efectos dafinos,
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b) la tolerabilidad al establecer los limites probables de valores de dosis

clinicas seguras y c¢) la farmacocinética al valorar la absorcion,
distribucién, metabolismo y excrecién del farmaco en estudio. En
ocasiones en esta fase, las pruebas son realizadas en voluntarios
enfermos, sobre todo cuando se espera toxicidad del farmaco, como
ocurre con los agentes antineopldsicos, y no es ético exponer a
voluntarios sanos a efectos toxicos predecibles. En la fase I las pruebas
no son ciegas, es decir tanto los sujetos en estudio como los
investigadores conocen el medicamento que se esta administrando.
[Magos, 2009]. Sin embargo, en ocasiones, en un ensayo clinico en fase
I se acepta la intervencidn de pacientes voluntarios, especialmente al
analizar tratamientos oncoldgicos. Lo habitual es que en estos pacientes
hayan fracasado los tratamientos disponibles o que cuenten con pocas
opciones terapéuticas o bien que los posibles efectos secundarios del
medicamento sean demasiado arriesgados para que participen personas

sanas (como al utilizar algunos quimioterapicos).

2.2.2.2 Fase II.

Cuando en la fase I son obtenidos resultados confiables, por primera vez
el farmaco es estudiado en pacientes con una enfermedad determinada
a tratar. Los estudios de fase II en su mayoria, tienen como propdsito
valorar la eficacia del farmaco nuevo en la enfermedad para la cual es
disenado. En esta fase, el farmaco es administrado a un numero
relativamente reducido de pacientes con la enfermedad (20-80),
revision cuidadosa de personal calificado para determinar la eficacia y
seguridad del farmaco. En esta fase, el clinico necesita estar
familiarizado con la patologia que se estd tratando, y disefia con

frecuencia un estudio ciego en donde los pacientes desconocen el
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tratamiento. Ademas del grupo que recibe el farmaco nuevo, se incluye

otro grupo que recibe el farmaco de referencia (control positivo). La
decision para proceder con ensayos clinicos en grandes poblaciones, se
toma en esta fase que emplea un numero limitado de pacientes. La
carencia de eficacia clinica es una razén comun para continuar el
estudio. [Magos, 2009].

2.2.2.3 Fase III.

Después de los datos arrojados por la fase I y II es posible decidir si el
desarrollo del farmaco puede seguir adelante o no. En el caso que se
siga con el desarrollo, se procede a organizar un ensayo clinico con un
mayor numero de pacientes, es decir pasar de 80 pacientes hasta 3,000
esperando disminuir los errores ocasionados por el sesgo de las etapas
anteriores y asi comprobar con datos confiables que el farmaco es

seguro y eficaz [Magos, 2009].

Una vez que finaliza con éxito la fase III, la empresa promotora
presenta una solicitud de farmaco o producto bioldgico nuevo a las
autoridades sanitarias. En Europa, la empresa presentaria una solicitud
de farmaco nuevo (NDA) para un medicamento de molécula pequefia o
una solicitud de autorizacion de producto biolégico (BLA) para un
farmaco de molécula mas grande a la EMEA. Si el organismo regulador
(la EMEA en Europa o la FDA en los Estados Unidos) aprueba el uso del
medicamento, se permite que la empresa promotora comercialice y
venda el producto en el pais o los paises regulados por dicha autoridad.
La fabricacion final del farmaco, o produccién a gran escala, debe tener
lugar en una instalacion que cumpla las normas estrictas del pais,como

las Normas para la Correcta Fabricacién (NCF) de la EMEA o las Buenas
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Practicas de Fabricacién (cGMP) de la FDA, a fin de garantizar la

seguridad y la pureza del producto.

2.2.2.4 Fase IV.

Una vez que las solicitudes de las entidades regulatorias estan
cubiertas, el medicamento es puesto a la venta, sin embargo al ser la
primera vez que el medicamento se expondra a una gran cantidad de
pacientes, es necesario llevar un control sobre los efectos secundarios o
toxicos, es decir llevar una vigilancia sobre el farmaco este proceso es

conocido como Farmacovigilancia.

Los ensayos en fase IV se llevan a cabo una vez que se comercializa un
farmaco aprobado. Un objetivo es vigilar la seguridad y la eficacia del
farmaco cuando se utiliza en un contexto médico normal en una
poblacién de pacientes que podria ascender a varios millones. En
ocasiones se descubren reacciones adversas, que no se observaron en
una cohorte de pacientes comparativamente pequena (3.000 pacientes
voluntarios en comparacion con millones), en poblaciones mas amplias y
diversas. Si se descubre una reaccion adversa, es posible que se retire
el farmaco del mercado. La empresa promotora puede retirar
voluntariamente el medicamento o un organismo regulador puede
retirarlo del mercado. Tras efectuar nuevos estudios, cabe la posibilidad
de volver a incorporar el farmaco. En promedio, se tarda entre 10 y 15
afos en completar las distintas etapas de la fase de desarrollo de un
producto. La mayoria de los medicamentos en investigacion no lo
consiguen. De cada 1.000 posibles medicamentos nuevos en

descubrimiento, tan sélo uno alcanzara la autorizacion.
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2.3 Casiopeinas®

Para el caso de antineopldsicos existen mas de 50 compuestos
aprobados a nivel mundial para su uso, de ellos solo el cisplatino, el
carboplatino y el oxaliplatino son inorganicos a base de platino [NCI
,2015]. En la actualidad se sabe que el cisplatino, es uno de los mas
potentes farmacos antitumorales con efecto en la sintesis del ADN, lo
que le confiere actividad frente a distinto tipos de cancer como
sarcomas, carcinomas, leucemias y linfomas, cuando se administra solo
0 en combinacion con otros farmacos, o bien con otros tratamientos

como radioterapia o cirugia.

Sin embargo, su uso es restringido porque es téxico en tejidos normales
y es altamente mutagénico, causando intercambios de cromatidas
hermanas y aberraciones cromosdémicas en cultivos celulares de
mamiferos. [Tucker y Preston, 1996;Truter, et al. 2002; khynram vy
prassad 2003], medula ésea de rata [de Oliveira, et al., 2002]. Otro
inconveniente que presenta el uso cisplatino es su eficacia terapéutica
limitada, dado que se ha observado en distintos tipos de cancer como
ovario, préstata , carcinoma escamoso en humanos y en leucemia
L1210, P388 de raton, resistencia ante la accidon quimica del cisplatino

[Chabner y Collins 1990 ; Kartalou y Essigmann, 2001].

Ante tales desventajas de los medicamentos que hasta ahora se
encuentran disponibles en el mercado, surgié la necesidad de obtener
nuevas moléculas que pudieran eliminar los inconvenientes que implica
la utilizacion de estos farmacos y es asi como la Dra. Lena Ruiz y su
equipo de trabajo, lograron sintetizar una serie de compuestos de

coordinacién que han demostrado tener actividad antineoplasica vy
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presentar notables ventajas sobre los farmacos comunmente utilizados ,

dichos compuestos llevan el nombre de Casiopeinas®.

Las Casiopeinas® son una familia de mas de 100 compuestos de
coordinacién de Cobre (II), de formula general: [Cu(N-N)(O-O)]NO3 o
[Cu(N-N)(O-N)INOs los cuales han sido caracterizadas y reorganizadas
en subfamilias de acuerdo a las variaciones en la formula general tal
como se muestra en el cuadro 1 que fueron creados como analogos del
Cis-platino, farmaco utilizado en el tratamiento de diversos tipos de
cancer [I. Gracia-Mora, L. Ruiz-Ramirez. C., Goémez-Ruiz, M. et al.,
20011].

Durante el disefio y desarrollo de estas moléculas se establecieron tres
aspectos fundamentales: 1) la inclusiéon de un metal esencial en vez del
platino, lo que disminuye su toxicidad, su estado de oxidacion y su
nimero de coordinaciéon; 2) la formacién de quelatos que favorecen la
orientacion cis alrededor del idn metalico preservando la capacidad de
intercalamiento en la cadena de ADN y 3) la asociacién de moléculas con
capacidad quelante que confiere diversos niveles de hidrofobicidad, con
sustituyentes periféricos que pueden modificar las propiedades de los

compuestos. [Fuentes, 2005].

Cuadro 1. Formula General de sub Familias de Casiopeinas®

Sub Familia Formula General
Casiopeina® I [Cu(4,7-difenil-fenantrolina)(O-N)]NO3
| Casiopeina® II | [Cu(4,7-dimetil-fenantrolina)(0-N)]NO; |
Casiopeina® III [Cu(N-N)(0-0)]NO3
| Casiopeina® IV | [Cu(4,4"-dimetil-bipiridina)(0-N)INO; |
Casiopeina® V [Cu(5R-fenantrolina)(O-N)]NO3
[
[
[
[

‘ Casiopeina® VI ‘ Cu(5,6-dimetil-fenantrolina) (O-N)]NO5 ‘
Casiopeina® VII Cu(fenantrolina)(O-N)]NO3

‘ Casiopeina® VIII ‘ Cu(3,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)(0-N)]NO3 ‘
Casiopeina® IX Cu(bipiridina)(O-N)]NO3
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2.3.1 Casiopeina III-ia®

La Casiopeina III-ia® (Caslll-ia®) (Cu(4,4'-dimetil-2,2 -bipiridina)
(acetilacetonato)] NOs-2H,0, mostrada en la figura 2, es un compuesto
de coordinacién constituido por dos ligantes bidentados, uno de ellos
donador de oxigenos con un centro metdlico de cobre II y una
geometria cuadrada plano [Tovar-Tovar A. Ruiz-Ramirez, L. Campero, A.
Romerosa A. Moreno-Esparza R. Rosales-Hoz M., 2004]. Esta molécula
se ha sometido a estudios quimicos en los que son definidos
caracteristicas y propiedades estructurales de la molécula [Martinez,
2008].

En el cuadro 2 se muestran algunos datos de la caracterizacion
fisicoquimica obtenidos por medio de diversos métodos
espectroscopicos: ultravioleta-visible, infrarrojo, resonancia
paramagmeética electrénica, analisis térmico diferencial [Tovar, et al.,

2004] y cromatografia liquida de alta resolucion [Fuentes, 2002].

NO;

Figura 2 Estructura de la Casiopeina III-ia®.
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También se han realizado estudios de estabilidad en condiciones de

almacenamiento a 40°C y 75% de humedad relativa, segun establece la
norma mexicana NOM-073-SSA1-1993. Los resultados de estos
arrojaron que la pureza del compuesto disminuye 30 dias después de
iniciado el analisis. [Estudios no publicados realizados en la Facultad de
Quimica UNAM, 2008].

Cuadro 2. Caracteristicas fisicoquimicas de la Casiopeina III-ia®

Caracteristica Descripcion
Peso Molecular 426.92 g/mol
No. CAS 223930-33-4
Analisis Elemental H 4.96, C47.83, N 9.84, O 22.49, Cu 14.88
Descripcion del Polvo fino, libre de particulas extrafias, homogéneo,
compuesto color azul claro.
* Solubilidad A temperatura ambiente es soluble en agua, metanol,
etanol y solucién glucosada al 5% a pH 7.4
Coeficiente de -0.95
particion
Solubilidad* Soluble en agua y Metanol
Ligeramente soluble en solucién salina y solucion
glucosada
Estabilidad en pH 3-8
Recomendaciones Las soluciones de este compuesto deberan protegerse
de la luz.

* Segun la clasificacion de la FEUM

2.3.1.1 Actividad Bioldégica de la Casiopeina III-ia® y

datos farmacocinéticos

Para la Caslll-ia® disefiada para ejercer actividad anticancerigena, los
experimentos fueron guiados a la comprobacién de dicho efecto
terapéutico. Para demostrar la actividad bioldgica en modelos in vitro se
evalud la inhibicién del crecimiento de células humanas y murinas. Los
resultados arrojaron que las concentraciones a utilizar de CasllI-ia®

para inhibir el 50% del crecimiento de lineas humanas de carcinoma
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cérvico-uterino son de 10 a 100 veces menores a las utilizadas para el

cisplatino. En cambio para lineas murinas de carcinoma de pulmén de
Lewis, linea celular altamente metastasica, no se encontrd ninguna
actividad, ni del cisplatino. [Gracia, et al., 2001].

Los estudios in vivo se han realizado con lineas celulares murinas
isotransplantadas mostré una actividad antiancerigena sobre melanoma
B16, leucemia linfoide L1210, sarcoma S180 y carcinoma de pulmdn de
Lewis LLC, los resultados han mostrados que la remision del tumor vy el
aumento de sobre vida hasta en un 98% es dependiente de la via de
administracion esquema de tratamiento [Gracia, et al 2004]. Por otro
lado en lineas celulares humanas que fueron xenotrasplantadas los
ensayos arrojaron que en ratas tratadas con CasllI-ia® en dosis de 6
mg/Kg por via intravenosa presentaron una remision total del tumor en

el transcurso de un mes. [Carvallo-Cheigneau, et al., 2008].

Los estudios también han vislumbrado el posible mecanismo de accion
de la Caslll-ia® que consiste en inhibir la proliferacion celular
produciendo la muerte por apoptosis o actividad autofagica, de forma

independiente de la dosis. [Carvallo, et al 2008].

2.3.1.2 Métodos de cuantificacion de Casiopeina III-
ia®

Existen métodos desarrollados utilizando Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucidn con detector ultravioleta (HPLC-UV, por su siglas en
inglés) para la cuantificacion de este compuesto en plasma de rata en

un intervalo de concentraciones de 2.5-50 upg/mL, sin embargo los
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nuevos datos sugieren que la sensibilidad de los métodos deberia de ser

mayor, en el orden de los nanogramos (ng); en pruebas realizadas a
concentraciones de CaslIl-ia® entre 20 y 50 pg/mL el porcentaje de
union a proteinas plasmaticas es menor al 90%, sin embargo el
porcentaje aumenta en concentraciones menores a 12 ug/mL [Fuentes,
2005].

Por otro lado también existe una metodologia por HPLC-MS desarrollada
y validada para cuantificar la Casiopeina III-ia en el intervalo de 25 a
1000 ng/mL, utilizando un volumen de muestra de 1 mL. Este método
permitio establecer los parametros del comportamiento cromatografico y

espectrométrico de este farmaco. [Osnaya 2015].

2.3.1.3 Farmacocinética y LADME

Pocos estudios farmacocinéticos se han realizado a la Casiopeina III-ia.
Se reporta en la literatura cientifica el estudio farmacocinético preclinico
en ratas y perros, y en otro trabajo en conejos [Garcia, I Bravo 2004]
obteniéndose valores farmacocinéticos para el tiempo de vida media,
volumen de distribucién y depuracion de 12 h, 0.18 L y 0.115 ml/ min;
191 L y 0.09 mi/min y 53.9 min, 0.203 L y 2.09 ml/min,
respectivamente. El porcentaje de uniéon a proteinas plasmaticas a
aproximadamente el 80% (concentraciones trabajadas 12,25 y 50
hHg/ml) y el coeficiente de biodistribucién sangre/plasma es mayor a 2
por lo que se infiere que la Casiopeina III-ia se encuentra en mayor
proporcién en la sangre total que en el plasma a las concentraciones
ensayadas [Fuentes 2005]. Por otra parte, estudios de excrecion en
orina demuestran que este complejo de coordinacidn se excreta de

manera inalterada en un porcentaje del 35%[Romero 2007].
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2.3.1.4 Farmacodinamia

El mecanismo de accidon aun no se ha elucidado satisfactoriamente; sin
embargo existe evidencia que apoya la capacidad de estos compuestos
para inhibir la proliferacion celular y producir muerte por apoptosis de
forma independiente de la dosis mediante mecanismos que pueden o0 no
involucrar la activacion de caspasas [Carvallo 2008]. La Cas III-ia inhibe
la proliferacion celular y produce cambios celulares morfoldgicos
sugestivos de apoptosis, generando fragmentacion del ADN [Rivero-
Muller 2007]. La apoptosis puede ser el resultados de una o varias
seflales que conducen a este efecto final; estas sefiales involucradas
podrian estar mediadas por varios mecanismos, siendo tres los
principales: la interaccion directa con el ADN [Rivero muller 2007-Becco
2012], la toxicidad mitocondrial [Kachadourian 2009,Marin-hernandez
2003] y la generacion de radicales libres [Alemon-Medina 2008] que
provocan la oxidacion de las bases puricas y pirimidicas, y en
consecuencia, la fragmentacion del ADN vy disminucién de Ia
concentracion de glutatidon intracelular. La fragmentacion en el ADN se

presenta de forma dosis dependiente [Alemon-medina 2011].

3 CONSTANTE DE PARTICION SANGRE/PLASMA

(Kb/p)

Es recomendable, antes de iniciar el proceso de extraccién del farmaco
de la matriz bioldgica, eliminar la mayor parte del componente de esta
que pudieran interferir en el proceso de cuantificacion. Los fluidos que
son utilizados para determinar un analito en el ambito farmacocinético

son la sangre, el plasma, el suero, la orina, el fluido cerebroespinal, la
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heces y, en menor medida, la bilis, la saliva y otros tejidos como el

muscular [Cafas 2013], dependiendo de la complejidad debera ser mas
0 menos rigurosa. La sangre es el compuesto mas complejo de los
mencionados, consiste en un fluido con un sistema de amortiguacion de
pH, proteinas solubilizadas, grasas disueltas, una gran variedad de
sustancias endégenas y células suspendidas como eritrocitos, entre
otros componentes. La separacion debe realizarse con cuidado especial,
ya que si la sangre no se trata correctamente, se puede provocar la
liberacion de sustancias que pueden interferir fuertemente en la
extraccion del analito de interés como la liberacion de iones de hierro,
los cuales pueden quelar ciertos compuesto estudiado provocando una

extraccion pobre.

El plasma es uno de los fluidos bioldgicos preferidos para realizar los
estudios farmacocinéticos. Se obtiene facilmente después de centrifugar
la sangre por un determinado tiempo y agregando un anticoagulante
como la heparina. Sin embargo algunos farmacos presentan tendencia a
unirse firmemente a algunas proteinas plasmaticas como los son la
albumina y alfa glicoproteina. Si la metodologia propuesta indica que se
centrifugue la muestra antes de liberar el principio activo, en el
sobrenadante se encontraran cantidades infimas del compuesto de
interés, por lo cual se puede tener una baja sensibilidad al realizar el
anadlisis. Es necesario en estas situaciones adicionar una sustancia o
sustancias que permitan la ruptura de la unién farmaco-proteina antes
de realizar la centrifugacién. Sin embargo para la eleccién consiente de
la sustancia utilizada para la ruptura, es necesario conocer la estabilidad
del analito ya que algunos reactivos pueden reducir drasticamente el pH
del plasma al adicionarlos para su extraccidon lo que puede degradar el

farmaco.
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3.1 Estudios de biodistribucion sangre total / plasma

La relacién sangre total/plasma (kb/p) es un estudio que consiste de
manera general, en determinar la cantidad de analito presente en la
sangre total y el plasma a uno o varios tiempos determinados.
Dependiendo de los fendmenos de convecciéon y difusidon, algunos
farmacos tienen mayor afinidad por la sangre total en comparaciéon al
plasma, el cual es el fluido biolédgico de primera eleccidn de muestreo
debido a su menor complejidad para andlisis en comparacion con la
sangre total [Cafas, 2013]. Dicho coeficiente ayuda a determinar
diferentes aspectos relevantes del farmaco, como la eleccién racional del
fluido bioldgico mas conveniente para el muestreo, asi como la
prediccidn in vitro de la distribucidon in vivo, conocimiento fisioldgico del
analito relacionandolo con los parametros farmacocinéticos y el
conocimiento de la posibilidad de interaccion del farmaco con el paquete
globular eritrocitario [Hinderling 1997]. De esta forma, teniendo en
consideracion el hematocrito, se puede conocer el coeficiente de
particién entre células rojas y plasma dando indicio a la interaccion del
analito con las células sanguineas. El valor de kb/p nos indica cual es
el fluido de mayor preferencia del farmaco en cuestién. Para los
farmacos en los que kb/p >2 se obtiene una mayor sensibilidad
trabajando en sangre total mientras que en el caso contrario cuando
kb/p <2 se tiene una mayor sensibilidad cuando se trabaja en plasma
[Hinderling 1997]. En estudios realizados de la Casiopeina II gly, otro
miembro de la familia de Casiopeinas, se demostré un valor de la Kb/p
> 2 lo cual indica una proporcién mas importante en sangre total que en
plasma humano dicho estudio se realizé en diferentes especies

(humano, rata, perro). [Cafias 2013].
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El significado del estudio de la constante de particion sangre/plasma en

animales y humanos no se aprecia plenamente, a pesar de que se ha
demostrado su importancia en determinaciones rutinarias de velocidad y
grado de compartimentacion de los medicamentos en investigacion [Lee
et al., 1981b; Hinderling 1984]. El conocimiento de la Kb/p permite: A)
una eleccién razonable del fluido bioldgico apropiado ya sea sangre
total, plasma, o suero para el ensayo en cuestion; B) una referencia
fisioldgicamente significativa de los parametros farmacocinéticos de
farmacos a concentraciones en entera , plasma, o suero; C ) la
predicciéon in vitro de la distribucién del farmaco in vivo; D) la
determinacion de la union a proteinas plasmaticas de los medicamentos
)y e) de deteccion eficaz de farmacos cuya biofase reside dentro de los
globulos rojos , lo que permite el estudio de la efectos de las farmacos

en los glébulos rojos . [Hinderling 1997]

3.2 Métodos para el calculo de kb/p

El método propuesto por Yu, S, et al., 2005, sugiere la utilizacidon de

plasma durante todo el ensayo con la metodologia siguiente:

A una alicuota de sangre humana heparinizada recién extraida agregar
un apropiado volumen de solucion cargada con analito para que las
concentraciones finales sean de 500 nM en ensayos regulares y 100,
500 y 1000 nM para ensayos dependientes de la concentracién. De
manera simultdnea extraer del mismo lote de sangre completa una
cantidad de plasma igual que el volumen de sangre utilizado en el
experimento anterior (Fig. 3) y agregar el volumen de solucion con

analito necesario para tener soluciones a las mismas concentraciones
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que en el experimento anterior pero en plasma humano, mezclar y

posteriormente incubar durante un tiempo a 37 grados centigrados.
Incubar a distintos tiempos (intervalos de una hora durante 4 horas),
tomar una alicuota de cada lote y centrifugar, del plasma obtenido,
cierta cantidad se somete al procedimiento de extracciéon y posterior
infusion a LC/MS/MS. El autor propone el calculo de la constante de

particién sangre/ plasma de la siguiente manera:

—— ) —— Ver, Cpr
CR({[ .
Ny ¥ Vrec, Crac
Centrifuged
Reference Wholeg
Plasma Blood

Figura 3.Esquema de preparacion de muestras Yu S, et al,2005

Ecuacion para calculo de Kb/p:

K 1 II?LEF 11+1
RBC_Hx Ios

Uchimura T 2010, propone una metodologia para el calculo de Kb
(concentracion de farmaco libre en plasma) y Rb (coeficiente de
particion sangre plasma) usando directamente sangre completa como

matriz bioldgica en su estudio y de este fluido se cuantifica la cantidad
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de farmaco que se une a eritrocitos y la cantidad que se queda libre en

plasma.

La concentracion total de farmaco en sangre (Cb) puede expresarse de

la siguiente manera:
Cb = Crbc * Ht + Cp » (1 — Ht)(1)

Cb = Crbc * Ht + Cpb * (1 — Ht) + Cp,u * (1 — Ht) ... ... (2)

Donde Cp es la concentracion del plasma, Cpb es la concentracion de
proteina unida a farmaco, Crbc es la concentracion de eritrocitos y Cpu

es la concentracién en plasma libre Ht es hematocrito.

Crbc = Kb * Cpu ... ... (3)

Cp; b =

Se sustituye de la ecuacién 3 y 4 en ecuacién 2 , Crbc y Cpb pueden

ser expresados usando la ecuacion :

1
Cb=Kb*Cpu*Ht+f—p*cpu*(1—Ht) ...... (5)

Donde fp es la fraccién de plasma libre.
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De la ecuacién (4), Cp = Cpb +Cpu puede ser expresada como se sigue

Cb = %* Cpu ... ... (6) De las ecuaciones (5) y (6) , Rb puede ser

expresada:

Rb = % =(Kbx*xfp—1)«Ht+1..... (7) ,Kb puede ser calculada

de fp , Rb y Ht usando (8)
Kb = Rb + Ht !
= — — %
L

Otra metodologia para el célculo de la constante de particion sangre
/plasma es el propuesto por Hinderling 1997 (Fig. 4) propone el

siguiente método para el calculo de kb/p:
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Ch——

Centrifuga ton

He

Contrifugathon

Cp.u
Ce

Figura 4. Esquema de preparacion de soluciones segun Hinderling
1997

Propone que la K se obtiene a partir de las siguientes ecuaciones

Ce Ce
Ke/p = o (1) Ke/p,u = o (2)
La relacidon entre Ke/p and Ke/p,u esta dada por:
Ke K
?e = p—z * fU ... ... (3) Donde fu representa la fraccién no unida a

plasma. La ecuacién 3 indica que Ke/p depende de fu. Esto es porque
solo las moléculas de farmaco no pegadas en plasma estardn en

glébulos rojos.
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La Kb/p representa un parametro de biodistribucion adicional muy

importante.

Kb K
- = ?e * Hc + (1 — Hc) ... ... (4) la ecuacién 4 demuestra que kbp

depende del hematocrito de la sangre utilizada.

Cp,
nEt_I_ pu,e)

Ce =Cp,u(l + ka? 1 ka

...... (5) Donde nEt corresponde a la

concentracion total del sitio de union n en gldébulos rojos Kd es la
contante de asociacion y | es una constante de farmaco no unido en la
fase acuosa de los glébulos rojos y cp, u . Para farmacos hidrofilos que
se unen a la parte externa de la membrana sin llegar a pasarla Ce se

define como:

nEt Cp,u . 7
Ce =Cp,u(——=+ P ) e e (6) La concentracién total en plasma se
Kd,I KD,e
define como:
nPt Cp,u
Cr=Cp,u(l+—+—"")...... 7
p = Cp,u( WTANTY (7

Llegando a la ecuacion:

Ke I+nEt e+nPt
p KD’'1 Cp,u

La empresa Cyprotex especializada en productos para la industria
quimica y farmacéutica hace una adaptacion al método de Yu et al.,

2005, en el cual el compuesto problema se carga en sangre entera

e
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heparinizada fresca, se hace una referencia de gldbulos rojos y el

plasma de referencia. Tras el periodo de incubacién, la sangre total se
centrifuga. Ambas fracciones de la sangre entera (plasma y células rojas
de la sangre) son analizados por LC -MS / MS junto con las muestras de

referencia.

El calculo se hace como se sigue:
o Kb Ke
Constante de particion sangre/plasma <?) = <? * H) +(1—-H)

Donde:

Kb/p es el coeficiente de particion de sangre total en plasma

H = hematocrito

IRBC IPL
P

Donde:

Ke/p , es el coeficiente de particién de RBC / plasma

Ip; , es la respuesta del LC-MS/MS (area de pico del estandar ) para

la fraccién de plasma

Ing , es la respuesta del LC-MS/MS (area de pico del estandar ) para

la fraccién de plasma de referencia.
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Irpc . es la respuesta del LC-MS/MS (area de pico del estandar ) para
las RBC

Igglg, es la respuesta del LC-MS/MS (&rea de pico del estandar ) para

las RBC de referencia.

En este trabajo de tesis se toma como referencia el trabajo realizado por

Yu et al., 2005 es decir el ensayo se realiza en plasma humano fresco.
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4 OBJETIVOS:
4.1 Objetivo general

Obten

er la constante de particion sangre/plasma humana de la

Casiopeina III-ia.

4.2

Objetivos particulares

Optimizar las condiciones para la cuantificacién de Casiopeina III-
ia ®

Determinar el tiempo en el que la Casiopeina III-ia® llega al

equilibrio en la sangre humana

Determinar el fluido mas apropiado (sangre o plasma) para la
realizacion de estudios biofarmaceuticos en fase clinica de la

Casiopeina III-ia®.
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5.0 METODOLOGIA

5.1 Reactivos

e Estandar de Casiopeina III-ia® MEB199, sintetizada por el
Departamento de Quimica Inorganica y Nuclear de la Facultad de

Quimica de la UNAM segun la patente correspondiente.
e Metanol grado cromatografico, JT Baker.
 Acido Heptafluorobutirico (HFBA) Fluka-Sigma Aldrich 99%

e Agua desionizada, procesada en el laboratorio de trabajo con el

sistema Millipore con resistencia de 18 mQ

5.2 Materiales, Equipos e Instrumentos

e Cromatografo de liquidos modelo 1290 infinity marca Agilent
Technologies compuesto de un desgasificador y bomba binaria
(G4220B); Termostato (G1330B); inyector (G4226A); y detector
UV (G1314E).

e Detector espectrémetro de masas del tipo tiempo de vuelo (Q-
TOF) equipado con un sistema de ionizacion tipo electrospray Dual
AJS ESI, Agilent Technologies 6530.

e Tubos Vacutainer c/heparina
e Agujas para vacutainer

e Jeringas estériles de 20 ml
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e Jeringas estériles de 10 ml

e Balanza analitica BEL Engineering, MARK205A

e Centrifuga Micromas Rf

e Desionizador de Agua Milli-Q, Millipore, Integral 5
e Filtrador de disolventes Millipore

e Infusionador Cole Parmer, 60061

e Manifold Thermo Scientific, 16 port, 60104-232
e Vortex3,IKA, V35001

e Sonicador Auto science, AS3120B

e Concentrador Vaccfuge plus, Epperdof

e Cartuchos SPE Strata-X, Phenomenex, 33 um, 60 mg, 1cc.
e Viales ambar, 1.5 mL

e Insertos de plastico, 200 uL

e Columna Cromatografica Eclipse Plus C8; 4.6x150 mm; 3.5 um,

Agilent Technologies.

e Pre-columna Eclipse Plus C8 4.6 x 12.5 mm; 5 um; Agilent

Technologies.
e Save-guard, Agilent Technologies
e Micropipeta BRAND 100-1000 uL, Transferpette

e Micropipeta Rainin 20-200 pL XLS
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e Micropipeta Ranin 2- 20 yL XLS

e Micropipeta Science MED 1000- 5000 pL
5.3 Preparacion de Soluciones

5.3.1 Solucion de HFBA 40 uymM acuoso

En un matraz aforado de un 1.0 L, agregar aproximadamente 200 mL de
agua desionizada, posteriormente medir de manera exacta 5.1 mL de
HFBA concentrado y traspasar al matraz aforado, una vez disuelto
llevar al aforo con agua desionizada. La solucién se almacena en un

frasco reservorio ambar.

5.3.2 Solucion estandar A de Casiopeina III-ia® en

agua, 1000 ug/mL

Pesar 10.0 mg de CasllI-ia® y trasvasar a un matraz aforado de 10.0
mL, disolver el polvo en aproximadamente en 5 mL de agua desionizada
y posteriormente se llevar al aforo. La solucidn se trasvasa a un frasco

ambar y se almacena en refrigeracion protegido de la luz.
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5.3.3 Fase movil: metanol grado cromatografico, HFBA

40mM en agua (7:3)

Para preparar 1 L , medir 700 mL de metanol grado cromatografico y
trasvasar a un frasco reservorio ambar de capacidad adecuada,
posteriormente se medir 300 mL de la solucion de HFBA 40mM en agua
y agregar al frasco reservorio, mezclar adecuadamente y almacenar

en refrigeracion y protegido de la luz.

5.3.4 Solucion HFBA 5% acuoso

Agregar a un matraz aforado de 100 mL aproximadamente 25 mL de
agua desionizada, posteriormente medir 5,0 mL de HFBA concentrado y

agregar al matraz aforado. Llevar al aforo con agua desionizada.

5.3.5 Soluciones de trabajo y muestras en matrices

biolégicas (sangre y plasma).

Para la preparacion de las muestras bioldgicas (sangre y plasma)
preparar soluciones de CaslII-ia® en agua a partir de la solucidn
estandar segun muestra el cuadro 3a, posteriormente para preparar las
muestras cargadas con el analito agregar los UL necesarios de cada
solucién de acuerdo a la concentracién correspondiente como se

muestra el cuadro 3b.
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5.4 Material Bioldgico

e Sangre humana fresca

e Plasma humano

5.5 Software

e Mass Hunter Work Station Software. Agilent Technologies. Service

Pack, conformado por: LC/MS Data Acquisition Version B.05.01,
2012; Quantitative analysis Versién B.05.02, 2012 y Qualitative
Analysis Version B.06.00, 2008.

Cuadro 3a. Preparacion de muestras cargadas con el analito en

agua.

Conc. final(sol.

Estandar A | Alicuota(pL)de | Alicuota de do trabajo)
(ng/mL) Estandar A | agua (mL) (ng/mL)
1000 30 9.97 3
1000 200 9.80 20

Cuadro 3b. Preparacion de muestras cargadas con el analito en plasma

y sangre.

Solucion Alicuota HL de uL de Concentracion
de trabajo dﬁr:g;j'ze plasma 2‘;:_:2:: final
(pg/mL) (uL) fresco con (ng/mL)
analito

1 3 4.16 495.8 500 25

2 3 16.6 483.4 500 100

3 3 25 475.0 500 150

4 20 8.75 491.25 500 350

5 20 12.50 487.5 500 500

6 20 20.0 480.0 500 800

7 20 25.0 475.0 500 1000
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5.6 Desarrollo y optimizacion de la metodologia

5.6.1 Condiciones instrumentales

5.6.1.1 Condiciones optimizadas

Se determinaron las condiciones adecuadas para poder darle el debido
seguimiento al ion de cuantificacién modificando los parametros del
equipo como se muestra en el cuadro 4:

Cuadro 4. Optimizacion de condiciones iniciales

Condiciones iniciales Condiciones optimizadas
Polaridad: positiva Polaridad: positiva
Energia de colision: 0 v Energia de colision: 0 v
Temperatura de gas: 300°C Temperatura de gas: 350°C
Flujo de gas de lavado: 11 L/min Flujo de gas de lavado: 12 L/min
Temp. Gas de asiento: 250 °C Temp. Gas de asiento: 350°C
Flujo gas de asiento: 15 L/min Flujo gas de asiento: 11 L/min
Fragmentor: 100 Fragmentor: 175
Nebulizador: 35 Nebulizador: 40
Voltaje de Capilar: 2500 v Voltaje de Capilar: 2500 v

5.6.2 Determinacion del espectro de masas de Ila

Casiopeina III-ia® utilizando infusion directa.

Dado el peso molecular esperado de la Casiopeina III-ia®, se trabajo
en un rango de masas de 50 a 700 m/z.
Se prepararon soluciones de Casiopeina III-ia® a una concentracién

relativamente alta (10 pg/ml) utilizando en primera instancia solo
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metanol como disolvente con el objetivo de ver con claridad el ion

correspondiente a la Casiopeina, posteriormente se procedid a la
infusidén directa a la misma concentracién de Casiopeina III-ia® pero
con las probables fases mdviles a utilizar en distintas proporciones
(Cuadro 5) y obtener asi el espectro de masas correspondiente. Todo el
procedimiento antes mencionado se realizé a una velocidad de infusién
de 5upl/h. Con el espectro de masas, se selecciondé el posible ion de

cuantificacion basados en el peso y la intensidad de la senal que se

obtuvo. CUADRO 5 condiciones de fase movil
Solucién FASE MOVIL | PROPORCION
(%)

1 HFBA 20Mm / 70/ 30
Metanol

2 HFBA 20Mm / 50 /50
Metanol

3 HFBA 20Mm / 30 /70
Metanol

4 HFBA 40Mm / 70/ 30
Metanol

5 HFBA 40Mm / 50/ 50
Metanol

6 HFBA 40Mm / 70/ 30
Metanol

7 TFA 20Mm/ 70/ 30
Metanol

8 TFA 20Mm/ 50 /50
Metanol

9 TFA 20Mm/ 30 /70
Metanol

10 THF 20Mm / 70/ 30
Metanol

11 THF 20Mm / 50 /50
Metanol

12 THF 20Mm / 30 /70
Metanol

13 Acetonitrilo / 70/ 30
Metanol

14 Acetonitrilo/ 50 /50
Metanol

14 Acetonitrilo/ 30 /70
Metanol
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5.6.3 Ion de cuantificacion 346.07 m/z

Se utilizd una solucion de CaslII-ia® en metanol a una concentracién de
10 pg/mL, esta solucidon fue preparada a partir de la solucién estandar
de 1000 pg/ml, posteriormente con ayuda del infusionador se inyecto
directamente a la interfase (ESI) del detector de masas a una velocidad
de 5 mL/h en condiciones default del sistema espectrométrico. Se
inyecto una muestra de Casiopeina III-ia® en agua a una concentracién
de 5 pg/mL, variando el volumen, flujo y proporciones de las diversas

fases moviles.

5.6.4 Ion de Cuantificacion 460.00 m/z

5.6.4.1 Infusiones de Casiopeina III-ia® con pares
ionicos
Se realizaron infusiones de CaslII-ia®, a una velocidad de 2 mL/h, con

soluciones a concentracion de 10 pg/mL, preparadas en HFBA 40mM
/Metanol (3:7).

Adicionalmente se prepararon soluciones de CaslIl-ia® a 10 pg/mL,

preparadas en HFBA/Metanol a las proporciones:(2:8), (3:7) ,( 8:2).
5.6.4.2 Pruebas de retencion usando el ion de 460 m/z

Se probaron como fases estacionarias: Eclipse Plus C8 y Eclipse Phenyl-

Hexyl, para cada una de ellas se inyectdé el compuesto a una
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concentracion de 1000 ng/mL en metanol, modificando la proporcion vy

flujo de fase mévil. Para establecer el volumen de inyeccién se inyectd
el compuesto a una concentracion de 1000 ng/mL en las condiciones de
fase movil y columnas establecidas, a los siguientes volumenes: 5, 10,
15y 20 pL.

Una vez establecidos los parametros cromatograficos y la sefal
producida mostré ser repetible y reproducible se realizaron
modificaciones a los parametros de inter-fase: nebulizador, voltaje de
capilar, temperatura del gas de asiento, temperatura de gas de lavado y
presion de fragmentor, como se muestra en el cuadro 6. Se evalud el

area obtenida al variar cada parametro especificado.

Cuadro 6.Serie de experimentos para establecer los parametros
espectrométricos optimos de deteccion.

Experimento Fragmentor Temperatura Voltaje Temperatura Nebulizador

v) de gas de de gas de (psi)
secado (°C) Capilar lavado (°C)
V)
1 175 350 2500 350 40
2 100 350 2500 350 40
3 300 350 2500 350 40
4 175 350 3500 350 40
5 175 200 3500 350 40
6 175 100 3500 350 40
7 175 350 2500 200 40
8 175 350 2500 100 40
9 175 350 2500 350 50

49



e

Biolarmacia
5.6.5 Extraccion de la Cas III-ia en sangre humana

5.6.5.1 Extraccion en fase solida

Se probd el sistema de extraccion en fase sdlida: Strata-X
(phenomenex) utilizado por Osnaya 2015 modificando parametros como
el volumen de muestra asi como, el volumen de HFBA de lavado de 500
a 1000 pl.

Se prepararon muestras de 1000 ng/ml en agua y fueron agregadas al
cartucho seleccionado, obteniéndose el cromatograma correspondiente.
Con el resultado obtenido, se procedié a optimizar la metodologia de
extraccion para mejorar el resultado, con base en el area. La
metodologia reportada en la literatura trabajaba con la cantidad de 1000
hl de muestra (plasma + Cas III-ia) por lo tanto se optimizé el método
llevandolo a 500 pl a la cual se le agregaron 500 pyL de HFBA acuoso al
5%, posteriormente se agitd en el vortex durante 10 s y se procedid a
tratarla por medio del cartucho de extraccién strata-X, modificando las

condiciones de lavado y elusién como se muestra en el cuadro 7:

Método Acondicionamiento
preestablecido
Acondicionamiento 2mL Metanol 2ml Agua
2mL HFBA 5% 1ml de Metanol

Muestra 1mL 500 pl
Lavado 2mL Metanol al 5% 1 ml de HFBA 5%

aCuoso
Elucion 1 mL Metanol 1ml de Metanol

Cuadro 7. Metodologia y acondicionamiento de extraccion fase sédlida
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Con los resultados obtenidos, se valord la capacidad de la extraccién

utilizando como parametro discriminante el area. Posteriormente, se
selecciond las mejores condiciones el sistema, para ser probadas en
método (Casiopeina III-ia en sangre). En este caso se realizd una

prueba en 2 matrices bioldgicas, en plasma y en sangre humanos.

En cada una de las muestras realizadas se siguidé el procedimiento
previo a la extraccidn que a continuaciéon se muestra en la figura 5

utilizando como agente precipitante HFBA 5% (Osnaya 2015):

500 ul de muestra

Agente
Precipitante

!

Agitar en vortex 1
min

!

Centrifugar a 12000 rpm
durante 10 minutos

!

Sobrenadante a SPE

Figura 5.Procedimiento de tratamiento previo a la extraccion por fase sélida. Precipitacion de
proteinas.

El producto de la elusion fue evaporado hasta sequedad en sistema de

concentracion Vacufuge (Eppendorf), el botdn resultante se reconstituyd
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en 100 pL de fase mdvil la cual fue posteriormente inyectada al sistema

cromatografico.
La prueba se repitid por triplicado y el resultado fue analizado para
corroborar la efectividad del procedimiento de extraccién en la matriz y

con las nuevas condiciones dadas.

1ml de metanol + 2ml
de agua desionizada

Muestra:
sobrenadante

g

Lavado: 1 ml
de HFBA 5%

' Secado por 10 minutos

Elusion: 1ml
de metanol

i

Proceso de secado por
3hr en Vacufuque

4

Infusion en UHPLC

Figura 6.Metodologia en sistema de extraccion en fase solida
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5.6.5.2 Supresion ionica

Con la intencidon de conocer de efecto que la matriz bioldgica pudiera
tener en la respuesta de la CasllI-ia®, se extrajo un lote de sangre de
un donador sano y con los criterios de aceptacion requeridos (donadores
masculinos bajo ningln tratamiento medico ni bajo influencia de alcohol
ni drogas durante varios dias y que tuvieran edades alrededor de los 20-
30 afos). La sangre se agregd a tubos con anticoagulante (heparina) ,
se centrifugd durante 10 minutos a la velocidad de 10 rpm y se tomé el
sobrenadante.

Se prepard una solucién de 10 pg/mL de Caslll-ia® en fase movil,
conjuntamente un blanco de plasma procesado segun la metodologia de
extraccidbn optimizada. La solucién del analito fue infusionada
directamente por medio de infusionador al espectro y el blanco de
plasma fue inyectado simultdneamente por medio del sistema
cromatografico, tal como se muestra en la figura 7. Se obtuvo el

espectro correspondiente.

Bomba de
infusion

HPLC

Espectroémetro

Figura 7.Esquema de prueba de supresion ionica para evaluar el efecto matriz
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5.6.5.3 Adecuabilidad del sistema

Para evaluar la calidad de la respuesta analitica, se inyecté por
sextuplicado una muestra de Caslll-ia® a una concentracién de 10
Hg/mL preparada en fase movil, se evalud el %C.V. de las respuestas

obtenidas.

5.6.6 Cuantificacion de la Casiopeina III-ia en plasma

humano.

5.6.6.1 Curvas de calibracion en sistema y en plasma

Debido a que se realizd una optimizacién en el volumen de muestra
utilizado con respecto al reportado por Osnaya [Osnaya, 2015], fue
necesario realizar una serie de curvas de calibracidon tanto en sistema
(agua) como en la matriz bioldgica (plasma) para demostrar que con la
modificacién no se afecta el funcionamiento del método. Se elaboraron
tres curvas de calibracién tanto en agua como en plasma a las
concentraciones de 25,100, 150, 500, 800,1000 ng/ml.
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5.7 Estudio de biodistribucion sangre-plasma (kb/p)

5.7.1 Pruebas de lisis de eritrocitos

Con el objetivo de extraer el compuesto de los eritrocitos en la sangre y
con ello calcular la cantidad de Casiopeina III-ia® que se retiene y la
que no adheridas a estas células, se probaron distintos métodos de lisis
celular para eritrocitos. Se extrajeron 50 ml de 3 lotes diferentes
sangre humana de donadores que cumplian con los criterios de
inclusidon para el proyecto mencionados en el cuadro 10. Se prepard una
solucion de CaslII-ia® 1000 pg/ml (solucién stock 1) de esta se tomé la
cantidad necesaria (300 pl) y se agregé a un matraz de 10 ml para
después llevarse al aforo y asi tener una solucion de 30 yg/ml en agua
(stock 2).

5.7.2 Ciclos de congelacion descongelacion

Del stock 2 se agregaron 50 pl a un tubo eppendorf de 2 ml vy
posteriormente se afadieron 1450 pl de sangre total, se le dio una
agitacion suave durante 20 segundos para obtener una solucién final
con un volumen de 1.5 ml a la concentracion de 1000 ng/ml. Las
muestras preparadas se sometieron a un bafio de hielo al cual se le
adicionaron 50 ml de acetona con la intencién de tener una menor
temperatura y se fueron modificando las condiciones de los ciclos como
se observa en el cuadro 8, para saber con cuales se podia tener una

mejor respuesta en la sefal de Casiopeina III-ia.
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Cuadro 8. Experimentos correspondientes a los ciclos congelacion-
descongelacion

Condiciones Tiempo de ciclo No. de ciclos
1 15 min 3
2 5 min 3
3 20 min 3
4 15 min 2
5 20 min 2

Después de cada ciclo cada una de las muestras se introdujo a un bafio
de agua a 60 grados Celsius durante 3 minutos hasta llegar a
temperatura ambiente para luego regresar al bafio de hielo en las
condiciones correspondientes de cada experimento. Al finalizar el
proceso de congelacion - descongelacion las muestras se centrifugaron
durante 10 min a la velocidad de 10000 rpm y del sobrenadante
obtenido se tomaron 500 pl de cada uno, a los cuales se les agregé la
cantidad de 500 pl de agente precipitante de proteinas (HFBA 5%).
Cada uno de los eppendorf con plasma y HFBA 5% se agitdé durante 10 s
en vortex y se centrifugaron a la misma velocidad y tiempo que
anteriormente. Al sobrenadante se le realizé el procedimiento de
extraccion en fase solida (SPE) completo y se inyecté después de ser

secado y posteriormente reconstituido en 100 pl de fase mavil.

Se realiz6 simultdneamente y con el mismo objetivo que las pruebas
mencionadas anteriormente, una serie de muestras con el mismo
procedimiento de preparacion (Figura 8) con la diferencia de que el
HFBA 5% agregado después de los ciclos en las pruebas anteriores, en

esta serie la solucidn mencionada se agregd antes de iniciar los
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procesos de congelacion descongelacién. Los resultados se observaron y

de acuerdo a los cromatogramas se escogié el método mas adecuado.

Muestra: 1.5 ml de
sangre total 1000
na/ml

3

Ciclos congelacién
- descongelacién

=

Centrifugado 10 min,
10000 rpm

.

Tomar 500 pl del
sobrenadante

e

Agregar 500 pl de HFBA 5%

p

Aaitacion 10s v centrifuaa

¥

Sobrenadante a SPE v nosterior infusion a HPLC

Figura 8.Esquema de metodologia para lisis por ciclos de

congelacion- descongelacion
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Después de ser analizados los resultados y comprobado que el

procedimiento 1 de lisis celular es en el que se obtienen los mejores
resultados ya que hay mayor respuesta después de todo el proceso y
que es reproducible, se procedié a la realizacién de pruebas para
asegurar que la metodologia de extraccién realizada anteriormente era
igualmente funcional en sangre, para esto se elaboraron 3 muestras a la
concentracion de 1000 ng/ml de Cas III-ia® en sangre total a las cuales
se les dio el tratamiento descrito en el procedimiento 1 y posteriormente
se sometieron al proceso de extraccidon en fase sélida para después ser
inficionadas al HPLC-MS.

Una vez que se confirmd el resultado de SPE para esta técnica se
procedid a la realizacion de una curva de calibracion utilizando el
procedimiento 1 de lisis celular por el método de congelacion-
descongelacion. La curva de calibracion se realizé de la manera que se

muestra en el cuadro 9;

Cuadro 9. Curva e calibracion en sangre

Solucion Alicuota HL de ML de | Concentracion
de trabajo | estandar | muestra | sangre final

(pg/mL) (pL) fresca (ng/mL)

1 10 15.0 1500 1485 25

2 30 5.0 1500 1495 100

3 30 7.5 1500 1492.5 150

4 30 17.5 1500 1482.5 350

5 30 25.0 1500 1475 500

6 30 40.0 1500 1460 800

7 30 50.0 1500 1450 1000
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5.7.3 Recobro de la técnica de lisis

Para poder saber la efectividad del procedimiento de lisis es decir el
porcentaje de Cas III-ia® que se libera de las células con el proceso de
rompimiento celular, se realizaron 6 muestras agregando 15 pul de una
solucion stock de 1000 pg/ml vy llevandose a 1500 pl con sangre total
para tener a cada una de ellas a una concentracion de 10 pg/ml.
Simultaneamente se prepararon 3 soluciones con la misma
concentracion pero en sistema (en fase movil). De estas preparaciones,
3 de las que fueron elaboradas en sangre, se sometieron al
procedimiento de congelacidn-descongelacion mientras que a las
restantes no se les aplico. Cuando las tres primeras muestras
terminaron los ciclos, las 9 preparadas se centrifugaron durante 10 min
a la velocidad de 10000 rpm y se tomaron 500 pul del sobrenadante para
la extraccibn en fase sdélida y su posterior infusibn a sistema
cromatografico. El recobro fue calculado con la ecuacion mostrada en la

figura 9:

Respuesta en matriz biologica x 100

Recobro del metodo analitico = -
Respuesta en sistema

Figura 9.Ecuacion para calculo de recobro
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5.7.4 Lisis de eritrocitos con HFBA

Se agregaron 966.6 pl de sangre total y se pusieron en tubo eppendorf
de 2 ml después se tomaron 33.3 pl del stock 2 y se pusieron en el
mismo tubo eppendorf de 2 ml para tener una solucidn final con un
volumen de 1000 pl a la concentracién de 1000 ng/ml , con el mismo

procedimiento se realizaron ocho muestras.

Para observar la influencia del medio acido del HFBA en la ruptura de los
eritrocitos en la sangre para la liberacidon de Casiopeina III-ia se agregd
a cada una de las muestras preparadas anteriormente la cantidad y
concentracion de HFBA mostradas en el cuadro 10 y se agito
suavemente durante 20 s, las muestras se dejaron reposar durante 10
minutos. Pasado el tiempo de reposo se procedid a centrifugar cada uno
de los tubos eppendorf trabajados a la velocidad de 10000 rpm durante
10 minutos y del sobrenadante resultante se tomaron 500 mcl los

cuales se llevaron al proceso de extraccion (SPE).

Cada una de las muestras que fueron eluidas después de la extracciéon
en fase solida, se introdujeron en concentrador a la temperatura de 30
°C durante 3 horas para lograr su completa sequedad. A cada muestra
seca se le reconstituyd en 100 ul de fase mévil y se inyecto a en sistema

cromatogréafico.
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Cuadro 10.Experimentos realizados para lisis con HFBA

Experimento Volumen HFBA(ul) | Concentracion (%)
1 500 5
2 500 8
3 1000 5
4 1000 8
5 1000 10
6 500 10
7 750 10

1 ml de muestra

4

Agregar 1 ml de
HFBA 5%,

DEJAR REPOSAR 10 MIN

=

Centrifugar

—

Tomar 500 mcl de sobrenadante
someter a SPE

¢

Agregar 1 ml de
HFBA 5%

| de HFBA 5%

3

Agregar 1

Figura 10. Esquema de lisis con acido
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Posteriormente de comprobado el funcionamiento de la metodologia de
extraccion en esta técnica, con el objetivo de observar si con este
procedimiento se respetaba el mismo comportamiento que hasta ahora
se habia observado en la Cas III-ia (picos cromatograficos con forma
gaussiana y tendencia lineal) se procedidé a realizar una curva de
calibracién con las mismas concentraciones mostradas en la tabla

anterior.

5.7.5 Estudio del coeficiente de particion

sangre/plasma

Se seleccionaron 3 donadores de sangre sanos. Los datos demograficos

de los voluntarios se muestran a continuacion en el cuadro 11:

Cuadro 11. Caracteristicas de donadores de sangre

Sexo Edad Peso (KQg) Medida (m)
Masculino 21 63 1.68
Masculino 23 80 1.69
Masculino 26 81 1.70

Se seleccionaron donadores que no se encontraban

bajo ningln

tratamiento médico ni consumieron bebidas alcohdlicas durante varios

dias anteriores al estudio.
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El procedimiento consistié en extraer de cada individuo la cantidad de

150 ml de sangre en tubos vacutainer que contenian como
anticoagulante heparina. Cada lote se dividié en 3 partes en frascos
estériles y destinados a distintas partes del experimento como se

muestra en el cuadro numero 12:

Cuadro 12.Division de sangre total. Forma en la que se dividié cada
lote de sangre

Sangre Volumen Destino
A) 68 ml Plasma de referencia
B) 23 ml Plasma con Casiopeina
C) 20 ml Plasma de Curva de
calibracion

La sangre de cada individuo fue extraida en ayuno y se le dio el mismo
tratamiento de manera simultdnea que a continuacidn se explica
cuidando las condiciones de higiene y tratamiento adecuado en cada
lote.

Se prepard una solucion Casiopeina III-ia® a la concentracion de 1000
Hg/ml (stock 1) en agua desionizada de la cual se tomd la cantidad
necesaria (30 pl) para tener una solucion de 10 ml a la concentracion de
3 pg/ml (stock 2) y del stock 1 se tomaron 200 ul los cuales se llevaron

a 10 ml para una solucion la concentracion de 20 pg/ml (stock 3)
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5.7.5.1 A.-Preparacion de Casiopeina III-ia en plasma

(referencia)

La sangre se centrifugd a 12000 rpm a la temperatura de 37 °C
durante 12 min y se obtuvo el plasma en tubo eppendorf de 2 ml. El
plasma obtenido se dividid en 3 partes iguales de 22.6 ml cada una y se
cargd cada parte con Casiopeina III-ia® a las concentraciones de 50,
350, 600 ng/ml respectivamente de los stocks preparados inicialmente
como se muestra en la tabla 13. Se incubaron en un bafo con agua a
37°C. Cuando se llegdé a la temperatura esperada se tomé la primera
muestra de 1.5 ml de sangre de cada una de las partes y se sometieron
al proceso completo de extraccion en fase sdélida mencionado
anteriormente. El procedimiento desde la toma de 1.5 ml de plasma de

cada parte se repitid cada hora durante 4 horas.

Tabla 13. Trabajo en plasma de referencia

Sol. Stock utilizada Alicuota (pl) Volumen final(ml) | Concentracién(ng/ml)
Stock 2 376.6 ul 22.6 ml 50
Stock 3 395.5 ul 22.6 ml 350
Stock 3 678.0 pl 22.6 ml 600

5.7.5.2 B.- Preparacion de las muestras de sangre con

Casiopeina III-ia®

La sangre completa se dividi6 en 3 partes iguales (7.6 ml c/u) y se

cargd con Casiopeina III-ia® necesaria como se muestra en el cuadro
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14 para tener 3 soluciones de sangre total a las concentraciones de 50,

350, y 600 ng/ml cada una. Cada parte se llevdé a 37 °C en bafo de
agua después se tomd la cantidad de 1.5 ml de sangre de los frascos, se
centrifugo a 12000 rpm por 12 min y se tomaron 500 ul de plasma
obtenido, el cual fue sometido al procedimiento completo de extraccién
en cartucho. El procedimiento desde la toma de 1.5 ml de sangre

completa de cada parte de sangre se repitié cada hora durante 4 horas.

Cuadro 14. Trabajo en plasma cargado con Cas III-ia®

Sol. Stock utilizada Alicuota(ul) Volumen final(ml) | Concentracién(ng/ml)
Stock 2 116.6 pl 7.6 ml 50
Stock 3 133.0 pl 7.6 ml 350
Stock 3 228.0 pl 7.6 ml 600

5.7.5.3 C. plasma para curva de calibracion

Se optimizd la metodologia utilizada para la cuantificacion de Casiopeina
III-ia® reportada en la literatura que describe una técnica que utiliza 1
ml de plasma y se mejord utilizando 500 ul de este fluido.

La sangre de cada uno de los individuos se centrifugo a 12000 rpm
durante 12 min y se obtuvo el plasma correspondiente con el cual se
hizo una mezcla. Dentro de 9 tubos eppendorf de 2 ml se agregaron las
cantidades de plasma y Casiopeina III- ia® necesarias para tener 6
puntos de una curva de calibracién a las concentraciones de: 25, 100,
150, 500, 800,1000 ng/ml (Figura 11) mas 3 blancos (solo plasma)
cada uno con 500 pl de volumen final. Cada punto se sometio al

procedimiento de extraccién en cartucho.
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Cuando se tuvieron todas las muestras después de su extraccién en

fase solida se llevaron a sequedad en Concentrador (Vacufuge plus,
Eppendorf) durante 3 horas a la temperatura de 30 grados centigrados y
fueron reconstituidas en 100 ul de fase mévil (70% de HFBA 40 mM /
30% Metanol HPLC). Cuando todas las muestras fueron reconstituidas
luego de previos 10s de agitacidén vigorosa en vortex, se agregaron a
insertos de 200 pl contenidos en viales de 2 ml con tapa para ponerlos
en Cromatdégrafo de liquidos modelo 1290 infinity marca Agilent

Technologies, para su infusién en las condiciones encontradas.

\

1000
mcg/ml

—_— —
3ug/ml 20ug/ml
| | | |
| \\ 1 | \ 1
25ng/ml ] { 100ng/ml 150ng/mll ] 500ng/ml ] 800ng/ml 1000ng/ml
.

Figura 11. Esquema de preparacion de curva de calibracion

La constante de particion sangre plasma se calculd con la siguiente

ecuacion:
1 (IREF
KRBC/PL =E X _I —-1)+1
PL
Figura 12. Ecuacion para el calculo de Ia constante de particion
sangre/plasma
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Donde:

Ip;, = Respuesta (Area del pico) para fraccion de plasma problema

H = Hematocrito (0.47)

IREF = Respuesta (Area del pico)para fraccion de plasma de referencia

* Se le denomina plasma de referencia a la cantidad de plasma que
se carga con Casiopeina III-ia a las concentraciones requeridas
después de ser extraida de la sangre total.

* Se |le denomina plasma problema al plasma que se extrae de la
sangre total previamente cargada con Casiopeina III-ia a las
concentraciones requeridas.
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6 RESULTADOS Y ANALISIS

6.1 Desarrollo y optimizacion de la metodologia

6.1.1 Ensayos en metanol /agua

Los iones formados por la Caslll-ia® en metanol se muestran en la
Figura 13. Se puede observar que la sefal del ion 346.07 m/z es
correspondiente al peso de la estructura completa del analito. Por otro
lado también es posible apreciar una senal 247.02 m/z que corresponde

a bipiridina unida al cobre, fragmento del analito.

x10 6 [*ESI Scan (0.184-1.753 min, 95 Scans) Frag=175.0V 01-04-14JVD 5.0 adecuacion.d

1 346.0733
0.8

0.6
305.1574

04 217.1050

247.0291
0.2

L ‘| 2774043 | 3211300 H 365.1078 393?091
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 13. Espectro de Casiopeina III-ia® en metanol. B Espectro de
fragmentacion del ion 346.07 m/z.

Los resultados obtenidos permitieron la eleccién del ion de

cuantificacion, el fdrmaco debera ser cuantificado de forma inalterada en
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la matriz bioldgica, por ello se eligid realizar pruebas de retencién con el

ion 346.07 m/z.

Para las pruebas de retencion se establecieron las condiciones a partir
de los datos reportados por Fuentes 2005; Columna C18, fase movil
metanol/fosfatos pH 6.1, 0.01M (4:6) para cuantificacion en plasma, En
el caso de los fosfatos tuvieron que ser sustituidos ya que no son
compatibles con el sistema de deteccion por acoplamiento de masas,
por lo tanto para llegar la condicién necesaria de pH, se utilizé una
solucion amortiguadora de acetatos (acido acético/acetato de sodio).

En el caso del espectro de masas la proporcién (4:6) metanol/buffer fue
la que mostrdé un espectro mas adecuado ya que lograron observarse
tanto el ion correspondiente a la bipiridina como el de la estructura

completa del compuesto.

x10 6 |+ Scan (0.107-2.944 min, 171 Scans) 300415JVD_07.d
214

24
1.9+
* 346.08295
1.8+
1.7+
1.6
1.5+
1.4

1.3+

1.24
1.14

1
0.9 247.03729
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

0.1+ 306.05122

141.04631 185.11444 214.96148 ‘ L 282.00636 | 322.99846 372.95203 414.96263 436.96571 466.10677

o
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 14.Espectro de masas de la muestra inyectada en columna Eclipse C8,
metanol/buffer (4:6) y flujo de 0.8 mL/min.

Después de haberse realizado la inyeccion en la columna C8 fase movil

metanol/buffer acetatos (4:6) a un flujo de 0.8 mL/min, se obtuvo una
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sefial la cual tuvo un tiempo de retenciéon de 2.7 min pero mostrd un

deterioro en la simetria y area después de alrededor de 15 inyecciones
por lo que fue imposible iniciar la optimizacion del idn por no tener
reproducibilidad. Debido a que las condiciones adaptadas por Fuentes
[Fuentes 2005] no fueron viables a pesar de los ajustes aplicados en
este proyecto, se recurrid6 a tomar como base inicial las condiciones

reportadas en el trabajo realizado por Osnaya 2015.

Ya que la Casiopeina III-ia muestra un efecto descordinante en la fase
movil metanol/agua [Osnaya 2015] fue necesaria la modificacidon de la

molécula para mejorar tanto su retencidn como su estabilidad.

6.1.2 Estudios en presencia de modificadores de fase

Con el objetivo de mejorar la retencion en fase reversa de la Cas III-ia®
se probaron dos pares ionicos: HFBA y TFA. Como puede observarse en
la figura 15, la reaccion interfase efectuada con TFA da como resultado
un ion de peso molecular 360.01 m/z correspondiente a la interaccion

entre una molécula de CaslIlI-ia® y una molécula de TFA.

x10 4 |+ Scan (0.056-0.957 min, 55 Scans) 240315JVD INFUSIONES A FLUJO CONSTANTE CASIO |ll ia 10 MCG por ML en TFA -METANOL 30-70 0002.d

7.25-
7
6.75+
6.5 360.01407
6.25-
6
5.75+
5.5
5.25-
5
4.75
4.5
4.25-
4
3.75-
3.5+
3.25-
3
2.75-
2.5+
2.25-
2
1.754
1.5 266.02740
1.25-
14
0.75+
0.5+

0.25- 117.00245 185.10695 309.01662 460.00710
ol | | N [ N 1 Ll | | sss.29160 ]

L L . .
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

247.02897

Figura 15. Espectro de la reaccion entre Casiopeina III-ia® en TFA
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En la figura 16 se observa el espectro de la reaccion interfase efectuada

entre el analito y HFBA, el ion formado tiene un peso molecular de

460.00689 m/z y corresponde a la estructura mostrada.

Aun cuando en ambos espectros se observa la presencia del ion 346.07
m/z correspondiente al analito inalterado esto puede deberse a la

reaccidon incompleta consecuencia de la inyeccion directa.

x10 5 |+ Scan (0.039-0.989 min, 58 Scans) 240315JVD INFUSIONES A FLUJO CONSTANTE CASIO Il ia 10 MCG por ML en HFBA-MeOH (30-70) 0002.d
1.24
1.15+
1.14
1.05+
1
0.95+
0.9+
0.85+
0.8
0.75+
0.7+
0.65+
0.6+
0.55+
0.5+
0.45+
0.4+
0.35-
0.3+
0.25-
0.2+
0.15+

460.01056

247.03067

0.1+ 281.99970

0.05 185.10841 346.07558

|
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 16. Espectro de la reaccion entre Casiopeina III-ia en HFBA

Por otro lado existe evidencia con la presencia del idn 247.02 m/z (masa
correspondiente a la fraccién de bipiridina unida al cobre) de la ruptura
del compuesto al estar en contacto con este tipo de moléculas y que es

favorecida segun la concentracién del par idnico y tiempo de reaccién.
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El ion obtenido de la reaccion efectuada con TFA mostro una abundancia

menor al obtenido por la reaccion con HFBA a la misma concentracion
del par idnico esto debido a una mayor afinidad de la CaslII-ia® por el
HFBA.

En métodos de cuantificaciéon previos desarrollados para una molécula
de la misma familia, la Casiopeina II-gly®, reportado por Cafias en
2013, se utiliz6 como par idnico el HFBA para su cuantificacion en
plasma, arrojando buenos resultados en cuanto a retencién vy
reproducibilidad, por lo que se procedid a realizar las pruebas de

retencion correspondientes.

6.1.3 Parametros cromatograficos y espectrométricos

del ion de cuantificacion 460.01 m/z

Los mejores resultados se obtuvieron de la combinacidon de metanol
con HFBA 40 mM. Se utilizd una columna Eclipse Plus C8 segun lo
reportado en la literatura. Por medio de la modificacién en la proporcién
de fase mévil se determind que la mejor es la que esta compuesta de la
siguiente manera; 7:3 metanol/HFBA 40 mM ya que al aumentar la
cantidad acuosa de fase moévil (HFBA) la sefal disminuye y cuando se
aumenta la cantidad de metanol el compuesto se retiene por demasiado
tiempo provocando que la sefial se divida. Por los datos reportados se
escogid el volumen de inyeccion de 20 pl ya que se obtuvieron senales
satisfactorias. El flujo elegido fue de 0.8 ml/min partiendo de la presion
de trabajo adecuada de la columna y que al disminuir el flujo la sefal

resultante se deteriora. Como se muestra en el cuadro las mejores

72



e

Biofarmacia

condiciones en el detector fueron las obtenidas el experimento 1. Por

otro, lado valores mayores en el voltaje del fragmentor, capilar y

presion de nebulizador disminuye el area de la senal producida. En

cambio si las temperaturas de gas de lavado o secado son disminuidas

el area de la sefal también es modificada drasticamente.

Cuadro 15. Resultados de optimizaciéon de parametros espectrométricos.

Experimento Fragmentor Temperatura Voltaje Temperatura Nebulizador
(v) de gas de de gas de (psi)
secado (°C) Capilar lavado (°C)
v)
1 175 350 2500 350 40
2 100 350 2500 350 40
3 300 350 2500 350 40
4 175 350 3500 350 40
5 175 200 3500 350 40
6 175 100 3500 350 40
7 175 350 2500 200 40
8 175 350 2500 100 40
9 175 350 2500 350 50
6.1.4 Condiciones instrumentales optimas

area

16643700.7
198706.4
386241.4
352530.4

232116.35
154333.4
201524.52
175647.5
361193.7

Las condiciones cromatograficas y espectrométricas 6ptimas para la

cuantificacion de la Casiopeina III-ia® se muestran en los cuadros 16 y

17.

Cuadro 16 . Condiciones cromatograficas optimas.

Parametro

Condicion

Fase movil

Metanol/ HFBA 40mM (7:3)

Columna
cromatografica

Pre-columna

Eclipse Plus C8

4.6x150mm 3.5um

PN 959963-906
Eclipse Plus C8

Temperatura de
columna

25°C
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Veloud.ad de 0.8 mL/min
flujo
V.olume.n’de 20 uL
inyeccion
Tiempo de Caslll-ia 2.7 min
retencion
Ti
iempo de 4 min
corrida
Detector Q-TOF
T
em.peratura de 15°C
inyector

Cuadro 17. Condiciones espectrométricas optimas. Detector Q-TOF.

Parametro Condicion
Modo de Dual AJS ESI
ionizacion

Polaridad Positiva
E .
nerfgl.a’de oV
Colisién
Temperatura de 350°C
gas
Flujo de gas de 10 L/min
lavado
Tempe.ratura de 350°C
asiento
Flujo c.ie gas de 10 L/min
asiento
Fragmentor 175V
Nebulizador 30psi
Voltaje capilar 2500 V
Nozzle 1000V
Skimmer 65V
Rango de masa 100 -500 m/z
lon de 460.01 m/z
cuantificacion

reportado en

Debido a la presencia de un efecto de acarreamiento
trabajos realizados (carryover) la cual incrementa la sefial generada en
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cada inyeccidén, fue necesaria la utilizacion de lavados entre cada

corrida.

Es importante resaltar que los lavados inter-corrida se realizaron en las
mismas condiciones de analisis, inyectando el volumen programado de

fase movil entre cada muestra.
6.2 Extraccion de la Cas III-ia en sangre humana

6.2.1 Extraccion en fase solida

El sistema strata-X posee una resina del tipo polimérica ideal para la
extraccion de wuna gran variedad de compuestos, existiendo
interacciones del tipo hidrofilico y dipolo-dipolo, esto aumenta la
probabilidad de retenciéon asi como una elusion sencilla. En métodos
anteriores, desarrollados para la Caslll-ia® se observd que estos
sistemas tienen un mayor recobro, [Osnaya 2015] en condiciones
similares de analisis lo cual sumado a los resultados experimentales

reportados, permitio elegir el sistema Strata-X para su optimizacidn.

En el proceso de optimizar la metodologia para la extracciéon en el
sistema Strata-X se observd que el mejor método es el descrito en la
figura nUmero 18, que al ser valorada su repetibilidad mostré un %C.V.
de 1.6. Aun cuando en solucién el mejor recobro fue obtenido con el
analito en agua sin adicion de HFBA previo, fue necesario contemplar el
tratamiento de la muestra combinando dos técnicas de extraccion a fin
de garantizar la limpieza de la muestra y con ello la disminucion del
efecto de matriz. Ademas para mejorar la calidad de la sefial y disminuir

el limite de cuantificacion se concentrd la muestra.
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El mejor recobro fue el obtenido con la precipitacién de proteinas

realizada con HFBA al 5%. Dando como resultado una sefal tipo

gaussiana, repetible y reproducible.
6.2.2 Supresion idnica

De forma cualitativa se puede observar en la figura 17 que durante la
corrida cromatografica (4 min) del blanco la sefial del ion de
cuantificacion disminuye considerablemente a los 2.3 min iniciando su
recuperacion alrededor de los 2.7 min, justo antes del tiempo de
retencion del analito. Sin duda componentes del plasma afectan la
ionizacion del compuesto, sin embargo estos poseen un tiempo de
retencidon diferentes a la CaslIII-ia® lo cual propicia la recuperacion de la
seflal. Aun cuando esta prueba es un procedimiento rapido para
constatar el efecto de matriz, es necesario efectuar las pruebas

cuantitativas segun marca la normatividad.

x106 [+ EIC(460.00000) Scan 017.d Smooth
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56
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o1 o2 03 04 05 06 07 08 09 i 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3 31 32 33 34 35 365 37 38 39 4
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 17. Cromatograma de evaluacion de supresion iénica. A Senal de iones
totales. B Senal de infusion de CasIII-ia®. C Seial de CasIII-ia en plasma.

En el diagrama B de la fig. 17, correspondiente a la sefial de la

Casiopeina se observa que existe una pérdida de sefial del compuesto
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de interés (Casiopeina III-ia®) alrededor de los 2.4 minutos, sin

embargo al llegar los 2.8 min, cuando se mira a la Cas III-ia® se puede
ver un aumento de nueva cuenta en la sefal del farmaco lo cual indica

gue en ese tiempo la supresion se ve disminuida.

6.2.3 Adecuabilidad del sistema

Para cada corrida analitica se evalud la calidad de la respuesta analitica
por medio de la inyeccion repetida de una muestra de CaslII-ia® en
sistema, como se puede observar en el siguiente cuadro el tiempo de
retencion tiene una variacion de 0.1% y la respuesta varia 0.8% por lo

gue se encuentra dentro del rango de aceptacidén (no mayor al 2%).

Cuadro 18. Adecuabilidad del sistema

Inyeccion | tiempo | Respuesta
de
retencion
1 2.715 521203.97
2 2.713 522433.02
3 2.712 523153.55
4 2.715 511052.12
5 2.714 516034.41
6 2.71 519463.11
promedio 2.71 518890.03
sd 0.0019 4604.3570
%CV 0.1 0.9
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6.3 Cuantificacion de la Cas III-ia en sangre humana

La seleccion del método adecuado para el célculo de constante de
particion sangre/plasma estuvo sujeta a los resultados de la
optimizacién del proceso en plasma y el desarrollo en sangre, fue
necesario ajustar las condiciones de la técnica de tal modo que se
pudieran obtener resultados confiables con los dos fluidos.

6.3.1 Metodologia optimizada de extraccion

El procedimiento optimizado de extraccion de la matriz consta de dos
partes, la primera: precipitacién de proteinas, a 500 pL de muestra se
agregd 500 pL de HFBA al 5%, se agité en voértex por diez segundos vy
se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min, el sobrenadante se introdujo
en el sistema de extraccion por fase sdlida (la segunda parte del

procedimiento), segun indica la figura 18.

Finalmente posterior a la elusion de la muestra en el sistema de
extraccion por fase sdlida se concentra al vacio a 30 °C durante tres
horas, para ser re-constituida en 100 pL de fase movil e inyectado en el

sistema cromatografico en las condiciones establecidas anteriormente.
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Precipitacion de
proteinas

500 pyL HFBA al
5%

Agitar en vértex 1
min

Centrifugar a 12000 rpm
durante 10 minutos

Sobrenadante
a SPE

Sistema de Extraccion
en fase solida

Acondicionamiento:
1 mL Metanol +
1mL de Agua desionizada

Secado 3 min

Muestra:
Sobrenandante

Secado 3 min

Lavado:
1 mL HFBA al 5%

Secado 10 min

Elusion:
1 mL Metanol

Figura 18.Metodologia optimizada de extraccién.

Como parte de la evaluacién de la metodologia de extraccién y del

manejo correcto de la técnica se realizaron curvas de calibracion del

analito en agua y en plasma, como se muestra en las figuras 19 y 20, el

comportamiento tiene tendencia lineal, en los dos sistemas mencionados

lo cual es una muestra clara de que no hay una influencia significativa

en la matriz bioldgica (plasma) que pudiera afectar el comportamiento

de la Casiopeina III-ia® dentro de la curva de calibracion a los valores

de concentracion utilizados. A pesar de esto cabe mencionar que las
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seflales en la curva realizada en agua con respecto a las sefales

resultantes de

la curva en plasma soONn mayores ya que aunque no se

afecta la tendencia lineal, la matriz biolégica afecta un poco la respuesta

del farmaco. Con el objetivo de utilizar el modelo matematico mas

adecuado para las curvas, se utilizé una ponderacion 1/X2.

CASIII - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs

2 x107 y = 18909.610500 * x +205153.598890

2 R"2=0.99080516
| Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:1/x"2

T T
-50 0

5% 100 150

2% 300 30

a0 4o s00

550 600 650

700 750  sbo

Figura 19.Curva en sistema

850 900

1000 1050
Concentration (ng/ml)

Curva 1 Curva 2 Curva 3
. T. Conc. T.
Conc. T.retencion Conc. . - > Conc.
Teorica(ng/ml) (min.) experimental(ng/ml) Respuesta retencnon experimental | Respuesta Rete|_1C|on experimental(ng/ml) Respuesta
i (min.) (ng/ml) (min.)
25 2.74 26.1259366 9014.05 2.72 25.8739244 8927.1 2.72 25.5462651 8814.05
100 2.7 93.0718045 33231.32 2.71 95.6511886 | 34152.29 2.72 93.0718045 33231.32
150 2.72 138.961278 49803.22 2.7 141.77682 50812.3 2.71 147.415632 52833.23
500 2.71 575.403824 207510.49 2.72 489.435823 | 176507.46 2.73 471.353584 169986.38
800 2.71 827.975392 298889.29 2.73 783.874274 | 282969.31 2.71 827.947995 298879.4
1000 2.72 1126.94053 406957.33 2.71 1072.13308 | 387165.43 2.72 1099.8302 397167.33
PENDIENTE 361.495863 361.524563 361.507137

Cuadro 19a. Resultados de precision y exactitud en curvas de calibracion en

plasma
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Cuadro 19b. Variacion de concentraciones entre curvas en plasma

Concentracion(ng/ml) | Promedio | Desv. Str CV%
25 25.85 0.30 1.12

100 93.93 1.49 1.59

150 142.72 4.31 3.02

500 512.06 55.59 10.86

800 813.27 25.45 3.13

1000 1099.64 27.40 2.49

PENDIENTE 361.52 0.0089511 | 0.002465

Es importante mencionar que la curva en sistema (agua) se pudo haber
preparado utilizando concentraciones mas altas (alrededor de 5 veces
mas con el objetivo de conocer el comportamiento del farmaco a
concentraciones mas elevadas pero debido al cuestiones de tiempo y a
que en las concentraciones utilizadas la Cas III-ia demostré no tener
problemas de linealidad no se realizé dicha prueba.

CASIO - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs
8 x105]y= 361485063 *x- 423860901
2 R"2 =0.88606421

Type:Linear, Origin:ignare, Weight1/x"2

50 0 0 100 10 0 20 M0 30 40 40 500 S0 60 60 700 70 60 @0 S0

Figura 20.Curva en plasma
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6.4 Ensayo de biodistribucion sangre-plasma (kb/p)

6.4.1 Pruebas de lisis de eritrocitos

6.4.1.1 Ciclos de congelacion- descongelacion

Los resultados obtenidos de cada prueba (Cuadro 19) realizada para la
lisis de eritrocitos en ciclos congelacién-descongelacién demostré una
mayor eficacia en el experimento de 1, ciclos de 15 minutos donde las
respuestas (areas de pico) se observan mas grandes lo cual demuestra

una mayor liberacién de Casiopeina III-ia® de los glébulos rojos.

Cuadro 20. Resultados de pruebas de congelacion-descongelacion de sangre

Experimento Método Area
1 3 ciclos , 15min c/u 827798.5958
2 3 ciclos , 5 min c/u 673526.9873
3 3 ciclos , 20 min c/u 812694.5958
4 2 ciclos , 15 min c/u 534217.9326
5 2 ciclos , 20 min c/u 543723.0843

Las muestras sometidas al proceso de extraccion en fase sélida tuvieron
un CV% de 1.5%, por lo tanto son reproducibles y comprueban que la
metodologia de SPE es valida para esta técnica de lisis.La curva de
calibracién que se obtuvo con la mejor metodologia escogida, demostrd
tener un comportamiento al igual que en plasma, lineal por lo tanto

viable como muestra la figura 21.
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CASIO - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
§ x104 | y =44.388900 * x + 16745.129533

2 R"2 =0.99525016
g 6259 TyperLinear, Orig

in:Ignore, Weight: 1/x"2

100

150 200 250 300

450 500 550 600

650

700

750 800 850 900

950

1000 1050
Concentration (ng/mi)

Figura 21.curva de calibracion obtenida después de técnica de

congelacion-descongelacion en sangre

6.4.1.2 Recobro de la metodologia de lisis

Se puede observar que existe un recobro considerablemente mayor en

el caso de la metodologia sin ruptura celular.

Tabla 21. Recobros con o sin método de congelacion-descongelacion y

en sistema

Respuesta con

Respuesta sin

métodos C-D método C-D Respuesta Sistema
6234811.67 11234811.7 12708642.2
6515423.34 11315423.3 12447632.9
6532143.76 11032143.8 12610214.3
promedio 6427459.59 11194126.3 12588829.8
Desv 167047.322 145956.526 131812.124
cv% 2.59896339 1.30386707 1.0470562
recobro 51.056847 88.9211023
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6.4.1.3 Lisis de eritrocitos con HFBA

Los experimentos realizados para la lisis celular por medios acidos con
HFBA demostraron una mejor ruptura de eritrocitos en el experimento 1
del cuadro siguiente obteniendo una mayor respuesta, aunque es
importante resaltar que los picos obtenidos en el cromatograma
demostraban un fraccionamiento en el pico lo cual lo deformd, este
fendmeno fue producido probablemente por la interaccidon del acido con
la Casiopeina la cual al trabajar con una mayor cantidad de HFBA , en
algunos casos mayor concentracion que la usualmente utilizada y por un
tiempo mas prolongado generd un fraccionamiento mayor que el

esperado de la Casiopeina III-ia®.

Cuadro 22. Respuestas de la lisis de células con HFBA

Experimento Volumen HFBA(uI) Concentracion (%) Respuesta
1 500 5 6182150.32
2 500 8 5187290.18
3 1000 5 4158690.48
4 1000 8 3987432.06
5 1000 10 3101390.40
6 500 10 3090390.01
7 750 10 3102211.00

En la curva de calibracion realizada con esta metodologia de lisis se
observd de igual manera una tendencia lineal.

Haciendo un estudio comparativo entre los métodos probados para la
ruptura de eritrocitos se observa que el método en el cual se libera una
mayor cantidad de farmaco de estas células es por el proceso de

congelacién-descongelacion.
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Al momento de analizar los resultados de los experimentos realizados
tanto para la cuantificacién del farmaco extraido de los eritrocitos por
los dos métodos como con los resultados obtenidos de pruebas
realizadas en plasma sin aplicar procesos de lisis, se observd que el area
de los picos cromatograficos que se hicieron directamente en plasma
tienen una respuesta considerablemente mayor que los picos resultantes
de las pruebas de extraccion del compuesto de la sangre total.

Este resultado demuestra que pudiera haber algin o algunos
componentes en la sangre total como enzimas, proteinas o &acidos
grasos que pudiesen estar interaccionando con la Casiopeina III-ia®
alterando la estructura del farmaco y por lo tanto reduciendo

considerablemente su respuesta.

Cuadro 23.Cuadro comparativo de respuestas con y sin métodos de ruptura

celular
fluido método respuesta
Sangre total Congelacién- descongelacion 6427459.59
Sangre total Lisis con HFBA 6182150.32
Plasma Sin lisis 11194126.3

Debido a los resultados anteriores (cuadro 23) se concluyé que el
método mas conveniente dado las condiciones trabajadas seria en el
cual no hay una ruptura de eritrocitos que pudiera afectar la senal
cromatografica por lo tanto se eligié la metodologia propuesta por Yu et.
al. en la que se plantea un calculo de la constante de particion
sangre/plasma utilizando como matriz biologia el plasma sin romper los

eritrocitos manteniendo la integridad de las células en la sangre.
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6.5 Obtencion de la constante de particion sangre/plasma

(Kb/p) de la Casiopeina III-ia®

La relacidon sangre total/plasma (kb/p) es un estudio que consiste, de
manera general en determinar la cantidad de analito presente en la
sangre total y el plasma a uno o varios tiempos determinados.
Dependiendo de los fendmenos de conveccidon y difusién, algunos
farmacos tienen mayor afinidad por la sangre total en comparacién al
plasma el cual es el fluido biolégico de primera eleccién de muestreo

debido a su menor complejidad para el analisis.

6.5.1 Curva de calibracion

Es importante resaltar que en este trabajo de tesis se decidié trabajar
tomando algunos criterios establecidos por la FDA en cuanto a los
valores minimos en los coeficientes de variacidon, numero de muestras
en las curvas de calibracién, asi como parametros para la validacion de
metodologias esto con el objetivo de mejorar la calidad de los resultados

obtenidos.

En la curva de calibracién resultante se puede observar el
comportamiento lineal observado a los largo de todo el desarrollo
teniendo un tiempo de retencion promedio de 2.718 minutos y una
coeficiente de correlacidon (r) igual a 0.99705 lo cual basados en los
parametros establecidos en la FDA la cual establece por lo menos un

valor de r=0.98, es un resultado adecuado para continuar el estudio.
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Cuadro 24. Resultados correspondientes a curva de calibracion en

sangre donde se observa comportamiento lineal

T. retencion | Concentracion
Concentracién(ng/ml) | (min.) experimental(ng/ml) | Respuesta
25 2.71 25.61 8836.04
100 2.72 95.34 34041.18
150 2.71 136.18 48806.42
500 2.70 489.43 176505.36
800 2.720 828.28 298999.25
1000 2.73 1100.11 397268.37
Promedio 2.72

y = 361 455584 * x - 422 580558
R*2=055411272
Type:Linear, Origin:lgnore, Weight: 1/%"2

CASIO - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs

2 x105 ] y=361.499984 * x - 422.580958

2 R"2=0.99411272

4 Type:Linear, Origin:lgnore, Weight:1/x"2 L]

s 0 5 100 150 200 250 300 30 400 450 500 55 600 60 700 75 80 850 90 950 1000 1050
Concentration (ng/ml)

Figura 22.Curva de calibracion en sangre para calculo kb/p

87



Biofarmacia

+ EIC (460.1059) Scan JVD291215_57.d Smooth + EIC (460.1059) Scan JVD291215_59.d Smooth
g x10 2] £ x10 37 2.720 min.
§ 5] 2.715 min. § 1.054
4.75- 1
4.54 0.954
4.25- 0.94
44 0.85-
3.75 0.8+
3.5 0.754
3.25- 0.7+
3 0.65-
2.751 064
25| 0'052’
2257 0.45+
2 0.4
1.754 0.354
1.5 0.3
1.254 0.254
1 0.2
0.75- 0.15-
0.5 0.1
0.25 0.05-
0 0
-0.254 -0.05+
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T _0-17 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
02040608 1 12141618 2 22242628 3 32343638 02040608 1 12141618 2 22242628 3 32343638
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Figura 23.cromatogramas de las concentraciones 25y 100
ng/ml de la curva de calibracion
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Concentracion DONADOR 1 DONADOR 2 DONADOR 3
tedrica Conc. exp. Kb/p Conc. exp.. Kb/p Conc. exp. Kb/p
50 TO 58,02 TO 57,49 TO 55,33 TO
350 TO 297,19 1,03 257,07 1,03 266,51 1,12
600 TO 509,28 1,04 600,33 1,43 607,32 1,74
50 PLTO 58,90 1,26 58,35 1,08 58,35 0,97
350 PLTO 302,49 308,74 358,74
600 PL TO 570,22 T1 623,98 T1 598,01 T1
50 T1 46,19 1,59 52,38 1,66 51,69 1,27
350T1 220,84 1,69 270,64 1,04 273,22 1,82
600 T1 609,28 0,96 621,64 0,81 625,11 0,86
50 PLT1 58,90 68,71 58,35
350 PLT1 292,03 276,28 378,74
600 PLT1 597,22 T2 566,66 T2 583,98 T2
50 T2 45,51 1,29 40,69 1,70 95,10 1,63
350 T2 336,47 1,06 264,85 1,73 333,85 1,11
600 T2 592,40 1,07 581,01 1,16 618,02 0,92
50 PLT2 51,76 54,09 58,35
350 PLT2 345,51 355,98 351,74
600 PL T2 610,75 T3 625,98 T3 593,85 T3
50 T3 48,85 1,44 61,61 1,20 58,57 0,99
350 T3 384,77 0,86 360,86 1,03 381,013 0,88
600 T3 585,11 1,02 605,76 1,21 581,01 1,16
50 PLT3 58,90 67,24 58,35
350 PL T3 358,76 365,85 358,74
600 PL T3 589,28 T4 665,85 T4 623,98 T4
50 T4 49,17 1,09 50,32 1,34 52,56 1,23
350 T4 294,86 1,42 269,53 1,65 308,50 1,35
600 T4 615,32 1,00 569,53 1,20 508,50 1,40
50 PL T4 51,28 58,35 58,35
350 PL T4 353,59 351,74 358,74
600 PL T4 616,29 623,98 603,98

Cuadro 25. Respuestas obtenidas del ensayo a las concentraciones

trabajadas (50ng/mli, 350ng/mi, 600ng/ml).

plasma de referencia a cada tiempo.
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Conc. experimentales (ng/ml) Respuestas ( Areas )

(rfc_:c])/nrﬁll) SsD PROM cv% ) PROM cv%
5070 1.43 56.95 2.50 515.49 | 20163.73 2.56
350 T0 20.98 273.59 7.67 7584.73 | 98479.49 7.70
60070 54.70 572.31 9.56 19774.23 | 206467.58 | 9.58
S0 PLTO 0.32 58.53 0.54 114.66 | 20736.05 0.55
350 PLTO | 30.83 323.32 9.54 11145.35 | 116458.19 |  9.57
600 PLTO 26.89 597.41 4.50 9718.93 | 215539.78 | 4.51
0T 3.39 50.09 6.78 1227.20 | 17684.03 6.94
350 T1 29.52 254.90 11.58 | 10672.58 | 91724.49 | 11.64
600 T1 8.32 618.68 1.35 3008.59 | 223228.72 1.35
50PLTL 5.83 61.98 9.40 2107.16 | 21984.37 9.59
350 PLT1 55.18 315.68 17.48 19945.68 | 113695.91 | 17.54
600 PLT1 15.33 582.62 2.63 5539.95 | 210195.80 | 2.64
5012 2.68 43.77 6.11 967.43 | 33474.67 2.89
350 T2 40.61 311.73 13.03 14681.27 | 112266.11 | 13.08
600 T2 18.95 597.14 3.17 6851.74 | 215444.99 |  3.18
50 PLT2 3.34 54.73 6.10 778.13 | 19965.65 3.88
350 PLT2 5.27 351.08 1.50 1903.46 | 126491.41 1.51
600 PLT2 16.07 610.20 2.63 5809.47 | 220162.93 2.64
5073 6.66 56.34 11.83 2408.44 | 19944.95 | 12.08
35013 12.86 375.55 3.42 4649.60 | 135337.63 |  3.44
60013 13.27 590.63 2.25 4795.45 | 213089.59 |  2.25
50 PLT3 4.99 61.50 8.11 1802.14 | 21808.04 8.26
350 PLT3 4.10 361.12 1.14 1481.87 | 130120.86 1.14
600PLT3 | 38.34 626.37 6.12 13860.70 | 226010.04 |  6.13
50 T4 1.72 50.69 3.40 623.40 | 17900.65 3.48
350 T4 19.77 290.96 6.80 7147.31 | 104760.84 6.82
600 T4 53.59 564.45 9.50 19373.63 | 203625.76 |  9.51
S0 PLT4 4.08 55.99 7.28 1805.48 | 19393.19 9.31
350 PL T4 3.63 354.69 1.02 1311.34 | 127797.22 1.03
600 PL T4 10.09 614.75 1.64 3647.06 | 221810.87 1.64

Cuadros 26a y 26b. Coeficiente de variacion de las respuestas obtenidas del ensayo
en sangre a las concentraciones trabajadas (50ng/ml, 350ng/ml, 600ng/ml). “PL”

representa el plasma de referencia a cada tiempo.
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El promedio de las respuestas (areas de pico) obtenidas a cada tiempo

determinado (cuadro 26b) tienen congruencia ya que demostraron tener
coeficientes de variacion menores al 15 % vy debido a la complejidad de
la muestra (sangre humana) trabajada asi como la naturaleza de la
Casiopeina III-ia®, son CV% aceptables. En el caso de las
concentraciones experimentales, se puede observar en el cuadro 26a
que se respeta la misma tendencia es decir que los coeficientes de
variacién se mantienen por debajo del 15% lo cual nos indica que la
prueba es reproducible en cada lote de sangre sin tomar en cuenta el
punto correspondiente a la concentracion de 350 ng/ml en plasma en el
segundo tiempo ya que tiene un coeficiente de variacidon ligeramente
mas alto.

El calculo del de la constante de particién sangre/plasma se determind
utilizando la ecuacidn reportada por Yu. T. 2010. Tomando en cuenta el
valor del hematocrito igual a 0.47, asi como los valores de
concentracion experimental reportados en la tabla como se muestra a

continuacion:

Kb/p= ( — *((22%)-1) + 1) = 1,032

0,47 58,02

Figura 24. Ejemplo de calculo de la constante de particion sangre/plasma
(Kb/p), tomado del dato del donador 1 en la concentracion de 50 ng/ml

mostrada en el cuadro 25.

En el siguiente cuadro se muestran los resultados completos de los
coeficientes de particidon sangre/plasma (Kb/p) correspondientes a cada

donador;
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Cuadro 27.Resultados del coeficiente de particion sangre plasma (kb/p) para

Cas III-ia a cuatro tiempos

Tabla de kb/p " s obtenidos a cada tiempo
TIEMPOS |CONC.| DONADOR 1 | DONADOR 2 | DONADOR 3 PROMEDIO
50 1.03 1.03 1.12 1.06
TO 350 1.04 1.43 1.74 1.40
600 1.26 1.08 0.97 1.10
50 1.59 1.66 1.27 1.51
T1 350 1.69 1.04 1.82 1.52
600 0.96 0.81 0.86 0.88
50 1.29 1.70 1.63 1.54
T2 350 1.06 1.73 1.11 1.30
600 1.07 1.17 0.92 1.05
50 1.44 1.20 0.99 1.21
T3 350 0.86 1.03 0.88 0.92
600 1.02 1.21 1.16 1.13
50 1.09 1.34 1.23 1.22
T4 350 1.42 1.65 1.35 1.47
600 1.00 1.20 1.40 1.20
+ EIC (460.1059) Scan JVD291215_27.d Smooth
.2 x10 2] 2.707 min.
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Figura 25.cromatograma de muestra 50 ng/ml a tiempo 1
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+ EIC (460.1059) Scan JVD291215_31.d Smooth
x10 3] 2.712 min.
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Figura 26.cromatograma de muestra 350 ng/ml a tiempo 1
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Figura 27.cromatograma de muestra 600 ng/ml a tiempo 2
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Cuadro 28.Resultados sintetizados del coeficiente de particion sangre plasma

(kb/p) para Cas III-ia a cuatro tiempos

Coeficiente de particidn sangre/plasma
CONC. TO0 T1 T2 T3 T4
50 1.06 1.51 0.99 1.21 1.23
350 1.40 1.52 1.05 0.92 1.47
1000 1.10 0.88 1.07 1.23 1.20

Los resultados mostrados en el cuadro 28

indican con base en el

promedio y el intervalo de kb/p reportado, que la Casiopeina III-ia® se
encuentra en a una proporcion importante en plasma (kb/p<2) ya que
los valores promedio del coeficiente de particion (kb/p) a lo largo del
tiempo se mantienen por debajo de 2. Cabe mencionar que aunque con
este resultado podemos asegurar que el farmaco se encuentra
predominantemente en plasma, hay también cierta cantidad que se
encuentra unida en gldbulos rojos. Aunque al encontrarse la mayor
parte del farmaco en el plasma, es posible justificar de manera correcta
el trabajo de los distintos estudios biofarmaceuticos correspondientes de

la fase clinica utilizando este fluido.

Es importante resaltar que al parecer a la tercera hora después de que
el farmaco es colocado directamente a la sangre total, se llega al
equilibrio ya que después del tiempo tres el valor de kb/p es
practicamente el mismo lo cual nos da una idea de la biodisponibilidad

de la Casiopeina III-ia®.
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/ CONCLUSIONES

e Se obtuvo la constante de particion sangre/plasma de la
Casiopeina III-ia® en sangre humana el cual es de alrededor de
1.5.

e Se encontrd que el fluido humano mas recomendable para realizar
los estudios de fase clinica correspondientes es el plasma ya que

el valor de la constante (Kb/p) es menor a 2.

e Se logré optimizar el método de cuantificacién establecido para
Casiopeina III-ia® lograndose disminuir el volumen de la muestra
utilizada de 1000 pl a 500 pl.

e Se logré determinar el tiempo en el cual el farmaco se encuentra

equilibrio en la sangre ( 3 horas)
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