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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Los estudios de biodistribucion desarrollados hasta ahora en diferentes lugares y grupos
de investigacion a nivel mundial, se han efectuado con el fin de encontrar herramientas
principalmente en tecnologia farmacéutica, que permitan el direccionamiento de
farmacos a sitios especiales; en su mayoria a 6rganos diana de dificil acceso o incluso
para el tratamiento de algunos tumores localizados. Particularmente, en el Departamento
de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia no se han realizado estudios de
este tipo por lo que el trabajo desarrollado pretendié ahondar en este campo e

implementar bioensayos en este sentido.

El estudio de biodistribucion realizado en ese trabajo fue llevado a cabo en ratas Wistar y
como molécula de estudio la 6 - metilcumarina (6MC) por su interesante actividad
antiinflamatoria. Para su realizacion, el trabajo se dividié en tres etapas: la primera
enfocada al desarrollo de una técnica analitica por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (CLAE) para identificar y/o cuantificar 6MC en las diferentes muestras
biolégicas; la segunda orientada a la evaluacion in vivo de biodistribucién de 6MC
administrada en una forma libre y microencapsulada; y una tercera parte en la cual se

evalud y comparo la actividad antiinflamatoria de 6MC libre y microencapsulada.

Como resultados se logré desarrollar y validar una técnica analitica que permitié la
cuantificacion de 6MC en el modelo murino. Se logré identificar el perfil de biodistribucién
de dicho compuesto en el modelo animal encontrando como principales 6rganos de
acumulacioén el higado, bazo, corazén, rifiones y la extremidad manteniendo el mismo
perfil desde ambas formas administradas (libre y microencapsulada). Se demostr6 que el
sistema microparticulado mejora la entrega de 6MC haciéndolo de manera mas
controlada, con mejor uniformidad de dosis y sostenida en el tiempo. Finalmente se
demostré que, frente a la forma libre, la actividad antiinflamatoria de 6MC aumenta
considerablemente cuando es administrada en el sistema de entrega microparticulado.

Palabras clave: Biodistribucién, 6 - metilcumarina, microparticulas, inflamacion.
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Abstract

Biodistribution studies have been developed at different places and research groups
around the world, in order to find tools in pharmaceutical technology mainly, to enable
drug targeting to special anatomic sites, manly to inaccessible target organs. Particularly
in the Department of Pharmacy of National University of Colombia there has not been
that kind of studies, so this work wants to deep en in the biodistribution field and
implement bioassays.

Biodistribution study made in this work was carried out in Wistar rats and 6 -
methylcoumarin (6MC) as study compound which has interesting anti-inflammatory
activity. For this evaluation, the study was divided into three stages: the first focused on
the development of an High Performance Liquid Chromatography (HPLC) analytical
technique to identify and / or quantify 6MC in different biological samples; the second one
oriented to the evaluation of the in vivo biodistribution of free and microencapsulated
6MC; and a third part in which was evaluated and compared the antiinflammatory activity

of free and microencapsulated 6MC.

As results, it was able to develop and validated an analytical technique that allowed the
quantification of 6MC in the murine model. It was identified the 6MC biodistribution profile
in the animal model finding as main storage organs liver, spleen, heart, kidneys and paw;
this profile was similar for administered free and microencapsulated 6MC. It was
demonstrated that the microparticle system improves 6MC delivery making a more
controlled way, with greater dose uniformity and sustained delivery over time. Finally, it
was shown that the anti-inflammatory activity increases considerably 6MC when it is
administered in the micropatrticle delivery system.

Keywords: Bidistribution, 6-methylcoumarin, micropa rticles, inflammation
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Introduccion

El estudio de principios activos promisorios para el tratamiento de diferentes
enfermedades es uno de los principales objetivos de las Ciencias Farmacéuticas. El
componente farmacoldgico abarca una evaluacion mayoritaria de diferentes aspectos
que involucran su actividad tales como el mecanismo de accion dentro de la
farmacodinamia y su biodistribucién, dentro de la farmacocinética, entre otros. Un estudio
de biodistribucion brinda informacion acerca de la ruta de farmaco hacia diferentes tejidos
de acuerdo a sus caracteristicas fisicas y quimicas dando una guia de su

comportamiento dentro del organismo. (Mayol 2008).

Por otro lado, los sistemas de entrega de los farmacos son objeto clave de numerosas
investigaciones ya que en muchos casos, la eficacia del activo se encuentra limitada por
su potencial de alcanzar el 6rgano blanco porque solo una pequefa porcion del activo
llega al (los) sitio (s) de accion, mientras que el resto se distribuye en el organismo de
acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas y bioquimicas (Tiyaboonchai, 2003). Por tal
motivo, el desarrollo de sistemas de entrega que optimicen la accion farmacoldgica,
mientras reduce sus efectos toxicos, es un gran reto para los investigadores y un gran
avance cientifico al desarrollar dichos sistemas con todas las caracteristicas de

estabilidad, viabilidad y principalmente reproducibilidad.

Dentro de dichos sistemas podemos mencionar a las microparticulas las cuales son
sistemas coloidales particulados con un tamafio que oscila desde 1 a 250 um (Séez et
al., 2004). Estas pueden ser de tipo microesferas (sistemas monoliticos de tipo matriz
que contienen la sustancia activa en su interior y/o sobre su superficie) o de tipo
microcapsulas (sistemas reservorio de tipo vesicular que consisten de un nucleo liquido

rodeado por una membrana) (Sinko y Martin, 2006).

En las dltimas décadas, microparticulas poliméricas biodegradables han sido propuestas

como nuevos sistemas transportadores de moléculas biolégicamente activas obtenidas
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por sintesis tradicional, proteinas, péptidos, ADN, etc., ademas de productos de uso
cosmético y nutracéuticos (vitaminas, antioxidantes, probiéticos, etc.) (Irache, 2008), por
las grandes posibilidades que ofrecen estos sistemas para mejorar la eficacia terapéutica
0 solucionar problemas relacionados con la administracion. Dentro de los aspectos que
se mejoran empleando microparticulas como sistemas transportadores son los
problemas relacionados con la estabilidad, solubilidad o velocidad de disolucién del
principio activo. Ademas, es posible mejorar la biodisponibilidad, la acumulacion
especifica en el sitio de accién y evitar la degradacion en sitios diferentes al érgano
blanco permitiendo asi un tiempo de actividad prolongado, mayor eficacia y disminucion

de los efectos adversos (Sinko y Martin, 2006).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se planted el presente trabajo cuyo principal
objetivo fue evaluar la biodistribucién de 6 - metilcumarina tanto en forma libre como
microencapsulada en un modelo murino (ratas Wistar) de experimentacion sano y en el
modelo de inflamacion de edema plantar inducido por carragenina, también en ratas
Wistar. Este trabajo se realiz6 dentro de los grupos de investigacién “Principios
Bioactivos en Plantas Medicinales” y “Sistemas de Liberacion Controlada de Moléculas
Bioldgicamente Activas”, del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de
Colombia.



1.Marco tedrico
1.1 Biodistribucién

Los estudios de biodistribucion hacen referencia a la evaluacién del transito de un
compuesto a través del organismo, describiendo no sélo los sitios anatémicos a donde
llega luego de alcanzar la circulacion general sino también aquellos sitios donde puede
acumularse (Mallol, 2008). Estos estudios se hacen con el fin de establecer cuales son los
diferentes tejidos a los cuales llega el principio activo evaluado y la posible relacion con el

modo de accion.

Algunas recomendaciones para determinar la biodistribucion de farmacos sugieren que la
evaluacién debe realizarse con tres animales por punto de muestreo, siendo cada punto
un tiempo determinado después de la administracion del principio activo. En cada punto
de muestreo se debe hacer el sacrificio de los animales con el fin de extraer los 6érganos y
verificar la distribucion y cantidad de activo en cada uno de estos (Mallol, 2008). Algunas
de las técnicas mas utilizadas para evaluar el transito de principios activos en el
organismo es el marcaje con compuestos fluoroforos para hacer lectura en tiempo real por
fluorescencia, como se observa en la Figura 1-1, derivada de un estudio para evaluar la
biodistribucién, en ratones macho Balb/c del anticancerigeno paclitaxel encapsulado en
nanoparticulas de poli-caprolactona pegilada; en el estudio se determiné si el farmaco
lograba atravesar la barrera hematoencefalica y llegar al cerebro. Para este fin se utilizd
un marcador lipofilico de fluorescencia de la familia de las carbocianinas (Dir®, Invitrogen,
USA) (Xin et al., 2010).
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Figural-1: Imagen de fluorescencia de la biodistribucion in vivo de paclitaxel cargado en
nanoparticulas de policaprolactona pegilada.

Tomado de Xin et al., 2010. International Journal of Pharmaceutics 402: 238 — 247.

Otra técnica utilizada para los estudios de biodistribucién es el radiomarcaje, técnica
basada en el uso de trazadores radioisotopicos como el Tecnecio 99 metaestable *™Tc,
emisor gamma puro de 140keV que se obtiene mediante un generador de Mo — *"Tc y
permite ver la localizacién del compuesto de interés (marcado) en los diferentes érganos
del animal inoculado en tiempos hasta de 72h. Un ejemplo de su aplicacion fue realizado
recientemente por Sanchez y su grupo de trabajo donde evaluaron la biodistribucion de
nanoparticulas radiomarcadas y cargadas con un antigeno de Brucella ovis empleado
como vacuna contra la brucelosis. El estudio fue llevado a cabo en ratones hembra Balb/c
con nanoparticulas que fueron hechas con el copolimero metil vinil éter y anhidrido
maléico (Gantrez®) para administracion ocular. La cuantificacion se realiz6 mediante un
contador gamma de centelleo. Una vez sacrificados los animales y separados sus
o6rganos (Figura 1-2) se evidenci6 que las nanoparticulas fueron acumuladas
principalmente en la mucosa ocular y que se produjo una liberacién controlada del
antigeno (Sanchez et al., 2013).

Figural-2 : Evaluacién de la biodistribucion de nanoparticulas radiomarcadas.

Higade Bazo Rifiones Misculo

Tomado de Sanchez, et al., 2013. Revista Espafiola de Medicina Nuclear e Imagen Molecular.
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1.1.1 Algunos estudios previos sobre biodistribucio n

Los estudios de biodistribucién se han realizado sobre diferentes moléculas promisorias
con el fin de ahondar en sus propiedades farmacolégicas. Li y colaboradores en 2008 por
ejemplo, evaluaron en ratas Sprague-Dawley la biodistribuciéon y farmacocinética de
orientina, un flavonoide que ha demostrado amplia actividad antiviral, antimicrobiana y
antioxidante. Dentro de los 6rganos que evaluaron se encontraban higado, bazo, corazdn,
pulmones, rifiones, cerebro, estdmago e intestino delgado, haciendo muestreos a los 5,
15, 30, 45, 60 y 90 minutos después de una administracion intravenosa. En el estudio se
empleé como metodologia de cuantificaciéon, un método validado por cromatografia
liquida de alta eficiencia (CLAE). Concluido el estudio se encontré que higado, pulmones
y rifiones fueron los principales érganos de distribucién de orientina en las ratas y aquellos
o6rganos relacionados con la actividad que sobre el sistema respiratorio, urinario y
hepatoprotector habia sido reportado para este flavonoide, También se encontr6 que a los
5 minutos la orientina se presentaba ampliamente en todos los érganos evaluados
(excepto cerebro por lo cual se concluyé que este compuesto no podia cruzar la barrera
hematoencefalica). A los 90 minutos del estudio, orientina no fue detectada en ninguno de
los d6rganos evaluados, lo que sugirié que a largo plazo no habia acumulaciéon en los
tejidos (Li et al., 2008).

Por otro lado, dentro del conjunto de investigaciones que se han enfocado en encontrar
un mejor sistema de entrega de farmacos para alcanzar mejores respuestas con menores
efectos adversos, podemos incluir la entrega de moléculas utilizadas para diagndstico, de
las que se requiere alcancen buena parte de los érganos en cantidad suficiente para ser
identificadas. Este es el caso del verde de indocianina, utilizada actualmente para el
diagnostico de cancer de seno y piel. Para este agente se ha desarrollado un sistema de
entrega nanoparticulado con el fin de aprovechar sus caracteristicas como colorante de
diagnéstico y evitar su rapida eliminacion que desde una forma convencional es de 2 a 4
minutos. Ademas, el sistema microparticulado permitiria favorecer la captacion en
tumores y la vectorizacion hacia los mismos. La evaluacion de la biodistribucién de la
forma convencional de entrega y el sistema nanoparticulado se hizo en ratones C57BL/6
sanos, después de una administracion intravenosa y una posterior detecciébn por un
método fluorimétrico. El contenido de verde de indocianina se evalué en plasma, higado,
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bazo, rifién pulmén y corazén a los 5, 10, 15, 30, 45, y 60 minutos para indocianina libre y
a los 5, 10, 15, 30, 60, 120 y 240 minutos para las nanoparticulas cargadas con
indocianina. En este estudio, para la forma libre los niveles mas altos de indocinanina se
encontraron en higado vy rifiones los cuales se proponen como principales érganos de
depuracién desde la sangre. Para las nanoparticulas dichos drganos de depuracién son
higado, pulmones y bazo. Por otro lado, el sistema de entrega nanoparticulado alcanzé
mayores concentraciones en érganos como higado, bazo, pulmén, corazén y rifiones de 2
a 8 veces, por ejemplo 0.2 pg/g libre frente a 0.8 pg/g encapsulada. En plasma la
indocianina liberada desde el sistema nanoparticulado alcanzé concentraciones altas (1.2
Mg/g) hasta 4 horas después de la administracion lo que indica que hay una liberacion
controlada desde los ¢6rganos donde se acumuld reflejando una alta captacion,
acumulacién y retencion, lo que exalta la ventaja de usar este tipo de sistemas (Saxena et
al., 2005).

En un estudio realizado por Semete y colaboradores se evalu6 la biodistribucion, entre
otros aspectos, de nanoparticulas elaboradas con PLGA en ratones Balb/c, con el fin de
obtener informacién acerca del comportamiento de nanoparticulas de esta naturaleza y
comparadas con nanoparticulas industriales como de 6xido de zinc u oxido ferroso. Las
nanoparticulas sin ningun farmaco, fueron divididas en dos grupos para el marcaje, un
grupo con rodamina y el otro con cumarina como agentes fluoréforos; se utilizé un lector
de fluorescencia para la lectura, y fue evaluado en cerebro, corazén, rifién, higado,
pulmones y bazo. Los sistemas de entrega fueron administradas por via oral y se evalu6
durante 7 dias encontrandose que a tal tiempo adn se encontraba remanente de las
nanoparticulas en los o6rganos evaluados. Los resultados muestran que en orden
descendente las particulas se localizaron en higado, rifién, cerebro y bazo. Como
conclusion se obtuvo que las nanoparticulas se distribuyeron ampliamente en los érganos
altamente permeados y que se detecté una importante acumulacion en higado durante el
tiempo (Semete et al., 2010).

Es importante resaltar que en otros trabajos se han elaborado microparticulas de PLA
cargadas con cumarina . En este caso, la cumarina fue empleada simplemente como un
marcador de biodistribucion debido a sus propiedades de fluorescencia. Las

microparticulas fueron administradas en ratones ICR via intravenosa al inicio del estudio y
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se evalud la biodistribucion en el dia 1 y en el dia 7 mediante fluorescencia. Los
resultados destacan que las microparticulas se acumularon temporalmente en algunos
organos principalmente en pulmoén y bazo por lo que se proponen como promisorias para
el desarrollo de nuevas aplicaciones como el disefio de sistemas de liberacién controlada.
Concluyen ademas que la afinidad por determinado 6rgano depende del caracter quimico
de éste y del tamarfio del érgano ya que el higado es 10 a 20 veces mas grande que
pulmén y bazo por lo que en términos generales la cantidad de microparticulas en ellos
podria ser similar (Shigeaki et al., 2010).

Asi mismo, otros estudios se han enfocado en demostrar que sistemas de entrega de
tamafio nano y micro con diversas modificaciones en su estructura mejoran la
biodisponibilidad del farmaco y por ende aumentan su eficacia. Entre estos se encuentra
un estudio realizado para nanoparticulas preparadas con PLGA modificado tras la
conjugacién con un heptapéptido y cargadas con loperamida ; se encontré que el farmaco
ejerce un efecto antinociceptivo en ratas hasta cinco veces mayor respecto a la cargada
en otras nanoparticulas sin modificacion y esta a su vez presenta un efecto superior al de
la loperamida libre, al atravesar la barrera hemamotencéfalica y encontrarse en varias
areas cerebrales. El estudio fue llevado a cabo en ratas Wistar — Hannover y evaluado
mediante el método de fluorescencia utilizando rodamina como agente fluoréforo (Tosi et
al., 2007). De igual forma, estudios posteriores enfocados en la evaluacién de farmacos
gue actian sobre el sistema nervioso central, evidenciaron que el mismo farmaco en
nanoparticulas bajo condiciones modificadas del PLGA, en este caso con la uniéon a un
péptido especifico, atraviesa efectivamente la barrera hematoencefalica y alcanza altas
concentraciones a nivel cerebral en donde se requiere su accion farmacoldgica. Se
encontré que una buena proporcion del farmaco alcanz6 y se mantuvo en el sitio de
accion aumentando, como era de esperarse, el efecto antinociceptivo evaluado mediante
el test de placa caliente. Dicho efecto fue comparado con la administracion del farmaco
directamente al cerebro y los resultados no fueron muy diferentes por lo que se sugiere
gue existe una interaccion muy especifica entre el péptido y algin componente del
cuerpo, como un receptor especifico presente en los vasos cerebrales o con componentes
de la sangre. Ademas se comprob¢ la eficacia de estos sistemas como transportadores y

vectorizadores de farmacos (Vergoni et al., 2009).
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En otros estudios, utilizando ¢- poli-caprolactona como polimero y modificado con metoxi
polietilenglicol, se demostr6 que nanoparticulas cargadas con paclitaxel en terapia
anticancer, especificamente contra el glioblastoma avanzado, alcanzan un mejor acceso
al sitio de accién, siendo hasta 3 veces mas fuerte que la sefial generada por una forma
farmacéutica convencional y favoreciendo ademas la distribucion hacia el cerebro y por
ende mejorando su eficacia farmacolégica. Dicho estudio fue realizado en ratones Balb/c
y las nanoparticulas fueron marcadas con un fluoréforo comercial (Dir®, Invitrogen)
utilizando el método de fluorescencia para la deteccion. También se tuvo en cuenta la
supervivencia de los animales tras la induccién del tumor y posterior tratamiento,
mostrando que las nanoparticulas cargadas con paclitaxel aumentaron considerablemente

el tiempo de vida de los animales (Xin et al., 2010).

Resultados similares fueron encontrados por Liu y colaboradores utilizando el mismo
sistema de entrega y modelo murino pero con el farmaco Docetaxel, utilizado para tratar
cancer hepatico. Se utiliz6 la fluorescencia para su evaluacién ya que las nanoparticulas
fueron marcadas con isocianato como fluoréforo y se demostré que estas alcanzaron una
mayor concentraciéon y una prolongada retenciéon en el tumor comparada con los otros
organos, disminuyendo ademas el crecimiento del tumor. Las lecturas de fluorescencia
fueron hechas en 1h, 2h, 4h, 24h y 48h después de una administracién intravenosa. Se
evidencié que las nanoparticulas favorecieron la vectorizacién del farmaco hacia el higado
de manera eficiente y como consecuencia mejorando su eficacia farmacologica (Liu et al.,
2012).

1.2 Microesferas

Las microesferas fueron introducidas en el campo farmacéutico a mediados de 1970. Son
particulas esféricas sin una distincién entre cubierta y nlicleo y con un tamafio de particula
entre una y varias decenas de micras. Tienen una estructura monolitica, en la cual el
farmaco queda incorporado dentro de una matriz generalmente polimérica preparadas a
partir de materiales biodegradables con propiedades biocompatibles y con un gran

espectro de velocidades de liberacién (Saez et al., 2004).
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Se ha encontrado que las particulas con tamafio micro y nanométrico alcanzan mas sitios
que otras de mayor tamafio ya que tienen mayor area superficial por unidad de masa lo
que les facilita una mayor absorcion y por ende llegan a diferentes sitios que de modo
convencional no alcanzarian (Oberdérster y Oberddrster 2005). Una propiedad especifica
de las particulas de estos tamafios es su capacidad para atravesar las barreras biolégicas
y alcanzar varios 6rganos atravesando capilares finos y luego siendo absorbidos
eficientemente por células; asi, aparecen en otras partes del organismo distintas a las de
entrada pero manteniendo su integridad como particula (sin que se produzca disolucion)
(Oberddrster y Oberdérster 2005).

Los primeros 6rganos a alcanzar son el higado, bazo y otros érganos altamente irrigados

que se favorecen por el sistema fagocitico mononuclear (Galvez y Tanarro, 2010; Lin et
al., 2011). Asimismo, se ha desarrollado un gran interés por la capacidad de atravesar la
barrera hematoencefdlica, piel y otras delgadas uniones de varias capas epiteliares,
tomandose como un transporte ideal que no se habia logrado de otra forma; es asi como
se alcanzan respuestas terapéuticas de farmacos que antes no llegaban al sitio de accién
(Koziara et al.,, 2003). En general, las particulas poliméricas se han investigado
activamente como portadores de farmacos para llevar agentes terapéuticos a varios sitios
de accion y promover una terapia adecuada, dirigida, selectiva y especifica, brindando
ademas un sistema protector para la molécula transportada con el fin de mejorar su
estabilidad y con esto su accion farmacolégica (Panyama y Labhasetwar, 2003; Semete et
al., 2010).

Estudios de gran interés para estos sistemas se han enfocado en tratamientos contra el
cancer en los cuales se asocian con el mejoramiento del efecto de retencidn y permeacion
que es el filtrado de las nano/micro particulas del torrente sanguineo al sitio del tumor
(debido a la vascularizacién del sitio) y su subsecuente acumulacion alli. Asi, este efecto
ofrece una vectorizacion pasiva del sistema de entrega al sitio de accion (Monsky et al.,
1999). Con este proposito, la utilizacién de materiales biodegradables ha aumentado en el
campo farmacoldgico para terapias anticancer (Shenoy y Amiji, 2005) o para liberacion a
nivel cerebral (Fresta et al., 1996) donde se requiere especificamente la vectorizacion y
posible acceso. También va en aumento la utilizacién de estos sistemas biodegradables a
nivel agroindustrial (Akelah, 1996) y en el campo cosmético (Muller et al., 2002).
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En cuanto al polimero utilizado en el presente estudio, poli-e-caprolactona PCL es de
naturaleza biocompatible y biodegradable, alta permeabilidad a muchos farmacos y baja
toxicidad. Permite la distribucién uniforme del farmaco en la matriz de formulaciéon y su
degradacion a largo plazo facilita la liberacion del farmaco hasta en varios meses (Dash y
Konkimalla, 2012). Su versatilidad es debida al hecho que permite la modificacion de sus
propiedades fisicas, quimicas y mecanicas por co-polimerizacién o mezclado con muchos
otros polimeros de manera eficiente. Dentro de los polimeros sintéticos biodegradables,
PCL es mucho mas resistente a la hidrélisis quimica y ademas es aquiral, una
caracteristica que limita la posibilidad de modulacion a través de la estructura
configuracional de la cadena del polimero. Se trata de un polimero cristalino altamente
hidrofébico que se degrada muy lentamente in vitro e in vivo en ausencia de enzimas.
PCL ha sido probado en casi todos los nuevos sistemas de liberacién de farmacos y
aplicaciones de ingenieria de tejidos en uso y/o investigados hasta ahora (Dash y
Konkimalla, 2012).

1.3 Actividad biolégica de cumarinas

Las cumarinas, cuyo nucleo es benzo 2 pirona o benzo a pirona, son metabolitos de
plantas superiores y algunos pocos microorganismos. Se han aislado unas 1000
cumarinas naturales en unas 150 especies distribuidas en aproximadamente 30 familias,
principalmente  en  Umbeliferae/Apiaceae, Rutaceae, Leguminosae/Fabaceae,
Papilionaceae, Rubiaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Solanaceae, Gramineae,
etc., en forma libre o como glicésidos (Arango, 2010). Se derivan biosintéticamente del
acido shikimico, via acido cinamico, la especificidad del proceso consiste en la
hidroxilacion del carbono 2, produciendo un rompimiento (B-oxidacion) de la cadena
lateral (Dewick, 2002).

Dentro de las propiedades de este tipo de moléculas encontramos la fluorescencia
generada con la luz ultravioleta a 365nm y la fuerte absorcién de las cumarinas simples a
274 y 311 nm (log € 4.03 y 3.72) debido a los anillos bencénico y a pirona
respectivamente. Dicha absorcién presenta variaciones seguin sus sustituyentes, siendo
una ventaja ampliamente usada para su deteccion (Arango, 2010).
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El potente ndcleo basico Cumarina (2H-cromen-2-ona) puede ser sustituido en varias
posiciones y asi mismo ampliar su rango de actividad farmacolégica. Dentro del espectro
de actividad de estas moléculas se encuentra la actividad antiinflamatoria la cual ha sido
evaluada en diferentes modelos in vivo e in vitro para cumarinas complejas obtenidas por
sintesis o aisladas de diferentes plantas. Es asi como un derivado cumarinico 7 -8
sustituido nombrado libanoridina , aislado de Corydalis heterocarpa ha mostrado
potencial antiinflamatorio al evaluarse in vitro donde fue capaz de inhibir los niveles de
expresion de proteinas de mediadores inflamatorios tales como la 6xido nitrico sintetasa
inducible (iINOS), ciclooxigenasa-2 (COX-2), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a)
einterleuquina-1b (IL-1b). El efecto fue dependiente de la dosis en células humanas de
carcinoma de colon estimuladas con lipopolisacéarido (LPS-HT-29) (Kang et al., 2009). De
manera analoga, otro grupo sintetizé un derivado cumarinico metil 2,2-dimetil-8-oxo0-3,8-
dihidro-2H-furo[2,3-h]Jcromen-6-carboxilato, con promisoria actividad antiinflamatoria que
fue evaluada en ratas Fisher 344 mediante el modelo de edema plantar inducido por
carragenina en el cual en dosis de 0.01 mmol/kg present6 un porcentaje de inhibicion de
la inflamacién del 65%(Symeonidis et al., 2009).

Asimismo, ha sido reportada importante accién antiinflamatoria de derivados como
ariloximetilo cumarinas en las posiciones 3, 4 y 5 del nucleo basico, formando compuestos
con grupos ortoformilo que posteriormente genera los ésteres que actian como
precursores de grupos carboxilicos responsables de la actividad antiinflamatoria,
demostrada in vivo en ratas Wistar mediante el modelo de edema plantar inducido por
carragenina y el modelo de granuloma inducido por algodén con porcentajes de inhibicién
de la inflamacién alrededor del 64% (Ghate et al., 2003). Similar a lo encontrado, los
derivados cumarina 3-carboxiamida conjugados con &acido lipoico mostraron importante
actividad antiinflamatoria en ratas Fisher 344 mediante el modelo de edema plantar
inducido por carragenina con porcentajes de inhibicién de la inflamacién por encima del
50% y hasta 72% con una dosis de 0.01 mmol/kg (Melagraki et al., 2009). Un derivado
cumarinico 3 piperazina sustituido mostr6 importante actividad antiinflamatoria en el
modelo de pleuresia inducida por carragenina en ratas Sprague-Dawley en dosis de 5, 10
y 20 mg/Kg a través de la inhibicion de la permeabilidad vascular y la transmigracion de
leucocitos, lo cual podria estar relacionado con la reduccion de la liberacion de factores
inflamatorios (Li et al.,, 2011). En otros modelos de inflamacion como inflamacion

pulmonar inducida por lipopolisacarido LPS y lesién pulmonar aguda inducida por
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elastasa, también se ha reportado actividad de derivados cumarinicos evaluada en
ratones C57BL/6. Uno de ellos principalmente, inhibidor de elastasa, redujo
significativamente el nimero de células inflamatorias lo que sugiere que presenta
promisoria actividad antiinflamatoria de vias aéreas con dosis de 1 pmol/kg (Bissonnette
et al., 2009).

En el modelo de inflamacion alérgica de vias respiratorias evaluado mediante la
resistencia pulmonar inducida por cloruro de acetilcolina en ratones Balb/c se evalud el
potencial de cumarinas aisladas de Peucedanum praeruptorum como agentes
antiasmaticos. Como indicador se us6 el recuento leucocitario, lesiones en el tejido y
recuento de interleuquinas y se encontré6 que las cumarinas tuvieron la capacidad de
suprimir la inflamacién bronquial inducida, mostrando un gran potencial terapéutico para el
tratamiento de la alergia (Xiong et al., 2012). Derivados cumarinicos de Urtica dentata han
sido evaluados en modelos de artritis inducida por colageno demostrando importante

proteccion contra ésta en ratones Balb/c al provocar tolerancia inmune (Luo et al., 2011).

Otros derivados cumarinicos presentan su accion sobre el sistema cardiovascular, por
ejemplo la accion anticoagulante de dicumarol actuando como inhibidor de la vitamina K
que es esencial en el proceso de coagulacion de la sangre. Este fue el primer
anticoagulante oral en el hombre (Galbis, 2000) o la warfarina , inhibidor de la enzima
epoxido reductasa interfiriendo en el metabolismo de la vitamina K entre otras actividades
demostradas (Belij et al., 2012).

Sobre el sistema nervioso central también se ha reportado importante actividad de
derivados cumarinicos tanto naturales como sintéticos, los cuales son capaces de inhibir
acetilcolinesterasa por unién a su sitio aniénico periférico que es un blanco importante en
el manejo de la enfermedad de Alzheimer (Anand et al., 2012). También derivados 3 —
fenilcumarinicos demostraron actividad antidepresiva en ratones albinos suizos mediante
el modelo de test de suspension de la cola con una reduccion significativa de la duracién
de la inmovilidad en bajas dosis (0.5 mg/Kg) (Sashidhara et al., 2011).

También se ha reportado actividad basada en toxicidad frente a células cancerigenas

tanto para cumarinas naturales como sintéticas aunque aln no se reconoce el mecanismo
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de accion con claridad (Kostova, 2005). Toxicidad frente a patégenos como Candida
albicans también ha sido evaluada para derivados cumarinicos conformando complejos
con plata (Ag) que interrumpen la funcién respiratoria e inducen apoptosis (Thati et al.,
2007).

Algunas cumarinas simples como la umbeliferona (7-hidroxicumarina) destacada por su
importante actividad antioxidante, han sido evaluadas como antiinflamatorios desde hace
varios afios (Hoult y Paya, 1996). En estudios recientes, esta cumarina ha demostrado
actividad en el modelo de inflamacion alérgica de vias respiratorias en ratones Balb/c
inducida por ovoalbumina, donde mostré una marcada reduccién del nUmero de células
inflamatorias y eosindfilos, disminucién de moco e inflamacién del pulmén, caracteristicas
del asma alérgica, por lo que se considera molécula promisoria para el desarrollo de

farmacos antiasmaticos (Vasconcelos et al., 2009).

Por otro lado, 6 — metilcumarina 6MC (Figura 1-3) ha sido empleada en estudios
farmacolégicos previos en el Departamento de Farmacia demostrando importante
actividad en modelos de inflamacién aguda tales como el modelo de edema plantar
inducido por carragenina en ratas Wistar con el que se provoca una liberacion de diversos
autocoides como serotonina, histamina, bradicinina y prostaglandinas ademas de diversos
factores del complemento implicados en la amplificacion de la respuesta. Alli se encontré
gue 6MC, con una dosis de 100 mg/Kg, inhibié considerablemente la formacion del edema
3 horas después de la inyeccidon del agente proinflamatorio (carragenina) y 5 horas
después aun mantuvo el efecto inhibidor del edema. En el modelo de bolsa de aire /
zimosan en ratas Wistar, en el cual se genera una estructura similar a la membrana
sinovial con cumulo de macréfagos morfoldgica, bioquimica e inmunolégicamente
similares a las células tipo A de la sinovia para estudiar efectos en la morfologia, actividad
enzimatica y produccion de mediadores inflamatorios, 6MC produjo una disminucion del
reclutamiento neutrofilico en la bolsa de aire. Mecanismo que seguramente contribuye con
el efecto antiinflamatorio observado en el edema plantar por carragenina, y el cual se ve
reflejado en los bajos niveles enzimaticos de elastasa y mieloperoxidasa en el exudado de
la bolsa de aire (Vergel, 2010).
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Figura 1-3: Estructura de 6-metilcumarina.

H4C

1.4 Metodologia analitica

La cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) es la técnica de separacibn mas
ampliamente utilizada en la actualidad debido a su sensibilidad, a su adecuacién para
realizar determinaciones cuantitativas exactas y a su gran aplicabilidad a diferentes tipos
de sustancias como aminodcidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos,
carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibidticos esteroides, especies
organometalicas y una cierta variedad de sustancias inorganicas. Existen tres
caracteristicas basicas por las cuales se puede dar la separacion en CLAE (o HPLC por
sus siglas en inglés): por polaridad, en donde las moléculas con polaridad cromatografica
similar tienden a atraerse; por carga eléctrica, donde moléculas con carga de igual signo
se repelen y con signo distinto se atraen; y por tamafio molecular, donde de acuerdo al

tamafio de poro de la fase estacionaria las moléculas son retenidas o no (Alfonso, 2008).

Para el caso en particular del presente trabajo fue usada la separacion cromatografica por
polaridad, con detector ultravioleta. Asi pues, con el mecanismo del detector utilizado es
importante resumir que la espectrofotometria ultravioleta-visible es uno de los métodos
mas sencillos, accesibles, Utiles y utilizados en analisis cuantitativo. En el ultravioleta y el
visible se presenta absorcion y emision de radiacién como consecuencia de la transicion
electronica en las capas externas de los atomos y las moléculas. La region ultravioleta
esta comprendida entre 180-380nm. La cantidad de luz absorbida dependera de la
distancia que atraviesa la luz a través de la solucion del croméforo y de la concentracién

de éste como se establece en las leyes de Lambert y Beer (Eugene, 1990).

En general, las metodologias analiticas son de vital importancia para el desarrollo de

cualquier estudio de caracter cientifico. Es necesario familiarizarse con ellas, entender su
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fundamento y adaptar las mejores herramientas que nos conduzcan a obtener resultados
veraces, reproducibles y confiables. Cualquier método analitico antes de ser utilizado
debe ser validado; es decir, realizar las comprobaciones que aseguran que el método es
cientificamente correcto en las condiciones en que va a ser aplicado (RELE, 1994). La
validacién de métodos bioanaliticos incluye todos los procedimientos que demuestran que
un método en particular usado para la determinacién cuantitativa de analitos en matrices
biolégicas, como sangre, plasma, suero, orina u otro tejido, son confiables y reproducibles
para el uso propuesto (FDA, 2001). Los parametros a validar para metodologias
bioanaliticas son: selectividad, linealidad, precision, exactitud, limite mas bajo de
cuantificacion y estabilidad (AEFI, 2001).

1.4.1 Selectividad y especificidad

El método especifico es aquel que produce una respuesta para el analito que se quiere
medir y otros componentes presentes en la muestra no influyen en el resultado, mientras
gue el término selectividad se refiere al método que produce respuesta para un nimero
de entidades quimicas. Si la respuesta para el analito de interés es distinguida de todas
las otras respuestas, el método es selectivo. Es decir, comprobar que entre las
interferencias propias de la matriz y de componentes que también puedan ser detectados

la respuesta para la molécula de interés sea validada (AEFI, 2001).

1.4.2 Linealidad

La linealidad de un método analitico es la capacidad dentro de un rango definido de
obtener resultados proporcionales, bien de forma directa o bien por medio de una
transformacion matemética, a la concentracion de analito en la muestra.

El rango de un método analitico es el intervalo en el cual se ha demostrado que el método
analitico presenta un adecuado nivel de precisién, exactitud y linealidad. Dicho parametro
se evalla mediante la curva de calibracion, que es la relacion existente entre la respuesta
experimental que produce un determinado analito y las concentraciones del mismo. La
curva de calibracion es la funcién respuesta mas simple que relaciona respuesta

instrumental con concentracién, caracterizada por el rango y la linealidad.
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La curva de calibracion se debe construir con muestras patrén preparadas en la matriz en
la cual se cuantificard el analito, afiadiendo concentraciones conocidas de éste y
somentiéndolas al proceso de extraccion y analisis. El rango vendra determinado por las

concentraciones esperadas en las muestras (AEFI, 2001).

Para demostrar la linealidad se utilizan métodos como:

a) Demostrar que el intercepto no es significativamente diferente de cero, que el
coeficiente de correlacion r es significativamente diferente de cero y que la
pendiente es significativamente diferente de cero (Tabla 1-1; Ecuaciones 1-1, 1-2 y
1-3) (AEFI, 2001).

Tablal-1: Evaluacion estadistica para intercepto, pendiente y regresion como forma de

evaluar la linealidad.

EVALUADOR HIPOTESIS p gl MODELO CRITERIO DE
ESTADISTICO ACEPTACION
Intercepto Ho:a=0 0.05 | n- 2 | tyexp=(a-0) S tacexp)<t(tab)
Hi:a#0
Pendiente Ho : B =0 0.05|n-2 t(b) (exp) = (b-B) / S(b) tb(exp)> t(tab)
Hi:B#0
Coeficientede | Ho:r=0 0.05 | N -2 | tyexp=(r (N -2)") I(1-1%) | tiexpy™ tieam)
correlaciéon Hi:r#0

p: probabilidad de error. gl: grados de libertad. texp) : valor numérico obtenido de la prueba “t” student. ttan):
valor numérico tabulado de la prueba “t” student.

Ecuacion 1-1: Desviacion estandar del intercepto.

S(a)= (2 ) IE

Ecuacionl-2: Desviacion estandar de la pendiente.

— S2(xy)
S (b) = ’—sz_ 3

Ecuacionl-3: Varianza del error experimental total.



Marco tebrico 17

2 _Yy*-aYy-b¥xy
S = o2

s%y».también llamada varianza residual o varianza de regresion de y sobre x debida a la
variacion dentro de la serie mas la variacion debida a la falta de ajuste entre la recta de

regresion y los datos experimentales. “n” equivale al nimero de muestras.

b) Efectuando un analisis de varianza, o ANOVA, se puede demostrar
simultaneamente si hay o no diferencias significativas entre las concentraciones (si
hay o no una buena correlacion) y si hay o no desvio de la linealidad (diferencias
significativas entre las respuestas para una misma concentracion). Desde el punto
de vista estadistico el ANOVA es el método mas riguroso para determinar si la
metodologia presenta buena regresion y a la vez si no se presenta desvio de la
linealidad. En el ANOVA el estadistico a utilizar es la F de Fisher (AEFI, 2001;
FDA, 2001).

Tablal-2: Evaluacion estadistica prueba ANOVA como forma de evaluar la linealidad.

Causa de Hipétesis gl Sc CM Fexp Criterio de
variacion aceptacion
Regresion | Ho: laregresidbn entrex | 1 Scr | (Scr/gl) = | CM1/CM3 | Fexp > F tab
Y y no es significativa CM1
Linealidad Ho: no hay diferencia | k-2 | Scdl | (Scdl/ k- | CM2/CM3 | Fexp < F tab
significativas entre 2)=CM2

concentraciones

Error puro Ho: no hay diferencia | n-k | Scep | Scep/ (n-
significativa dentro de k) =CM3
las concentraciones

k: concentraciones trabajadas., m el nimero de réplicas, n nUmero total de determinaciones (n = mk); gl:
grados de libertad; SC: sumatoria de cuadrados; CM: cuadrado medio; F: estadistico de Fisher.

Ecuacionl-4: Desviacion estandar de la linealidad.

2
Sy = Z X2 _ (Z:)

Ecuacionl-5: Desviacion estandar de la regresion.

X2y

n

Sxy=ZXY'
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Ecuacionl-6: Suma de cuadrados para la regresion.

2
SCr = (5,)° 80

Sxx
Ecuacionl-7: Suma de cuadrados del error puro.

m
Ecuaciénl-8: Suma de cuadrados entre concentraciones

2 2
SCec = 22(Y)) ] - [(ZZY) ]
m n

Ecuacionl-9: Suma de cuadrados para el desvio de la linealidad:

SCdl = Scec — Scr.

1.4.3 Precision y Exactitud

La precision de un método analitico hace referencia a la concordancia entre los distintos
resultados obtenidos cuando el procedimiento se aplica repetidamente a multiples

alicuotas de una muestra homogénea (FDA, 2001).

La exactitud es la capacidad del método analitico para proporcionar resultados lo mas
cercanos posibles al valor tedrico (valor nominal) es decir, el grado de concordancia entre

el valor verdadero y el valor experimental (FDA, 2001).

La precision y exactitud deben ser valoradas a dos niveles: INTRAENSAYO,
representativa de la variedad obtenida en las mismas condiciones de trabajo y un corto
intervalo de tiempo e INTERENSAYO, representativa de la variabilidad obtenida en
diferentes series analiticas (distintos dias, analistas, reactivos, aparatos, etc.). Debe ser
evaluado en tres niveles de concentracién (alta, media y baja del rango de linealidad
establecido) en la matriz biolégica. Se recomienda efectuar 5 determinaciones por cada

nivel de concentraciéon y ensayo.

Las concentraciones de los patrones utilizados para el célculo de la exactitud y precision
del método se determinan a partir de la curva de calibracion del ensayo (AEFI, 2001; FDA,
2001).
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1.4.4 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LOQ), es la concentracién mas baja de un analito que puede
ser determinada con aceptable precision y exactitud bajo las condiciones experimentales
establecidas. La respuesta del analito al LOQ debe ser por lo menos 5 veces la respuesta
comparada con la respuesta del blanco. La respuesta del analito debe ser identificable,
discreto y reproducible con una precision < 20% y una exactitud de + 20%. Existen varios
métodos para su determinacion, en este caso particular fue usado el método de
Diluciones en donde se obtienen diluciones de concentraciones crecientes del analito en
el sistema y en la matriz, hasta encontrar la concentracién mas baja que dé respuesta
(AEFI, 2001; FDA, 2001).

1.4.5 Estabilidad

La estabilidad de un farmaco en un fluido biolégico es funcion de las condiciones de
almacenamiento, propiedades quimicas del farmaco, de la matriz y del recipiente. La
estabilidad de un analito en un sistema matriz-recipiente es relevante solo a esa matriz y
clase de recipientes y no debe extrapolarse a otras matrices ni recipientes. Las
condiciones usadas en los experimentos de estabilidad deben reflejar las situaciones
probablemente encontradas durante la manipulacién real de las muestras y el analisis:

a) Estabilidad al Enfriamiento — temperatura ambiente.

b) Se debe determinar la estabilidad del analito después de tres ciclos de
Enfriamiento — temperatura ambiente. Por lo menos deben almacenarse 3
alicuotas tanto de la concentracién mas baja como de la concentracién mas alta a
la temperatura de almacenamiento usada por 24 horas y descongelarse a la
temperatura ambiente. Cuando estén totalmente temperadas deben reenfriarse
por 12-24 horas bajo las mismas condiciones. Debe repetirse dos veces mas el
ciclo enfriamiento — temperatura ambiente. y analizar las muestras al tercer ciclo.

c)Estabilidad Post-Preparativa
Se debe determinar la estabilidad de las muestras procesadas a la temperatura del
automuestreador y durante el tiempo de permanencia en éste hasta la inyeccion.
Para esto se recomienda fijar un tamafio de lote adecuado. Si por ejemplo se van
a procesar lotes de 20 muestras se debe calcular cuanto tiempo dura la corrida de
las 20 muestras, incluidas las muestras de control de calidad. Si la corrida dura en
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promedio 20 horas, se debe asegurar la estabilidad de las muestras durante el

tiempo de permanencia en el automuestreador (FDA, 2001).



2.0bjetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar la biodistribucién en ratas de 6-metilcumarina libre y microencapsulada en
un polimero biodegradable.

2.2 Objetivos especificos

Implementar una técnica analitica que permita la cuantificacion de 6-

metilcumarina tanto en plasma como otros tejidos de importancia.

Identificar el efecto de la microencapsulacién sobre la biodistribucion de la 6-
metilcumarina tanto en animales sanos como en animales que cursen procesos

inflamatorios.

Verificar en modelos de inflamacion el efecto farmacologico de la 6- metilcumarina
libre y microparticulada y el posible efecto del sistema de entrega en la efectividad

de este compuesto.






3.Materiales y métodos

3.1 Materiales

3.1.1 Equipos

a) Cromatografo Agilent Technologies® 1200 series
b) Centrifuga KASAI® referencia MIKRO 220R

c) Pletsimémetro Ugo Basile® 7140

d) Politron PT-10- 35.

3.1.2 Reactivos

6 - metilcumarina (6MC), 6- hidroxicumarina, 7- hidroxicumarina y cumarina adquiridas de
Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.). Acido tricloroacético y acido acético (grado reactivo
analitico) de Merck. Metanol (HPLC), de JT Baker. Agua de calidad HPLC obtenida a

través del sistema milliQ de Millipore Co®.

3.1.3 Animales de experimentacion

Aungue ningun modelo animal reproduce con fidelidad las patologias presentadas en
humanos aun no podemos prescindir totalmente de ellos en la investigacion. En este

caso requerimos de ellos para comprender el curso de un proceso hioldgico fundamental.

Para el estudio se utilizaron ratas Wistar macho de 12 semanas de edad y con peso de
250 £ 10 g obtenidas del bioterio de experimentacion del Departamento de Farmacia de
la Universidad Nacional de Colombia. Se escogieron éstas por ser un modelo apto para
el tipo de andlisis, facil manejo y resultados reproducibles; ademas son el modelo

adaptado en los protocolos del modelo de inflamacién utilizado.
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3.1.4 Consideraciones éticas

Los ensayos fueron llevados a cabo teniendo en cuenta los principios éticos en el manejo
de animales de laboratorio, consignados en la Ley 84 de 1989 y en las “Normas
Cientificas, Técnicas y Administrativas para la Investigacion en Salud” establecidas en la
Resolucion No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud y la Recomendaciones de la
Federacion de Asociaciones de Ciencia Animal de Laboratorios europeos (FELASA,
1996). Ademas, se tuvo en cuenta las recomendaciones internas de la Universidad
Nacional de Colombia y del bioterio del Departamento de Farmacia, relativas al manejo y
cuidado del animal de experimentacion. La disposicion de los residuos bioldgicos se hizo
de acuerdo a los protocolos de riesgo biolégico establecidos en la Universidad Nacional
de Colombia.

El desarrollo de este trabajo fue avalado por el Comité de Etica de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia (Acta N° 08 de 2011).

3.1.5 Microparticulas

Las microparticulas utilizadas en este estudio fueron obtenidas en un trabajo paralelo
dentro del grupo de investigacién SILICOMOBA. (Barrera, 2012).

Brevemente, el polimero policaprolactona PCL y 6MC se disolvieron en diclorometano
(DCM). A continuacion la fase organica se emulsificé con la fase acuosa que contenia
alcohol polivinilico al 2% como agente estabilizante. Se llevoé a cabo por un proceso de
homogenizacion usando ultraturrax ® T-10 a 19.000 rpm. Una vez formada la emulsién
se mantuvo bajo agitacion constante durante 2 horas con el fin de eliminar el solvente
organico por evaporacion e inducir la formacion de las microparticulas. Posteriormente

fueron separadas por centrifugacion, lavadas con agua destilada y liofilizadas.

Las caracteristicas finales de las microparticulas utilizadas en el presente estudio estan
resumidas en la Tabla 3-1.
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Tabla 3-1: Propiedades de las microparticulas de policaprolactona cargadas con 6MC

Rendimiento Eficiencia de Efecto Burst Tamario de
del proceso (%) encapsulacion (%) particula dvs
(%) (um)
77.2+23 67.8+3.4 33.5+0.8 8.3

dvs: diametro volumen superficie.

(Barrera, 2012).

3.2 Metodologia
3.2.1 Desarrollo del método analitico por CLAE

3.2.1.1Condiciones cromatograficas

El analisis cromatografico se realizé en un equipo Agilent® 1200 Series con un auto
muestreador G1329B, bomba cuaternaria G1311A, detector UV-VIS de arreglo de diodos
G1315B y desgasificador de vacio G1322A. Como fase estacionaria se utilizé una
columna Phenomenex® (Macclesfield, Reino Unido) bonclone 10um C-18 (150 x 3,9mm
— 148A) y como fase mdvil un gradiente compuesto de (A) metanol y (B)
agua:metanol:acido acético (95:5:1 v/v). En la Figura 3-1 se presenta el esquema del

cromatégrafo empleado.

Los datos se recogieron mediante el software ChemStation®. Todos los andlisis

cromatograficos se realizaron por triplicado.
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Figura 3-1: Esquema grafico de las condiciones experimentales para el desarrollo de la
metodologia analitica.

3.2.1.2 Método cromatografico

Teniendo en cuenta estudios previos desarrollados para 7-hidroxicumarina en plasma
humano (Bogan y Kennedy, 1996), se desarroll6 un método de acuerdo a nuestras
necesidades y condiciones de trabajo. Se utilizé para el desarrollo analitico del estudio la
cromatografia liquida de alta eficiencia CLAE (HPLC) con detector de arreglo de diodos
en fase reversa. Se realizaron andlisis previos para la determinacion de la longitud de
onda de maxima absorcion para la lectura, se estableci6 el gradiente de elucion, la

temperatura de la columna y las condiciones de las fases méviles.

3.2.1.3 Preparacion de las muestras

- Soluciones estandares:
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Se prepararon soluciones madre de 6 - metilcumarina por triplicado asi:

10 mg 6MC / 50 mL (metanol: agua 50:50)= 200 pg/mL

De esta primera solucion se tomaron 10 mL y fueron completadas a 50 mL en el mismo

solvente con el fin de alcanzar 40 pg/mL.

- Soluciones de trabajo:
A partir del estandar se hicieron los calculos para obtener diluciones seriadas entre 25,6

y 0,4 pg/mL.

Para determinar el limite de deteccion se prepararon de igual forma diluciones seriadas a
partir del nivel mas bajo de concentracion del anterior grupo mencionado.

Para evaluar la selectividad del método frente a otras cumarinas se prepararon
soluciones madre de la misma forma para 6-hidroxicumarina, 7-hidroxicumarina y

cumarina.

Para la validacién en cada matriz biolégica se utilizaron soluciones preparadas de igual
forma y adicionadas a cada matriz “muestras enriquecidas”, en proporcion 1:1 teniendo
en cuenta alcanzar las concentraciones indicadas entre 0,8 y 12,8 ug/mL (cada nivel a la

mitad por la dilucién con la matriz) (Tabla 3-2).

Tabla3-2: Niveles de concentracion de las soluciones de trabajo para la validacion de la
metodologia analitica.

Nivel de concentraciéon 1 2 3 4 5 6

Concentracion (ug/mL) 0,8 1,6 3,2 6,4 12,8 25,6

3.2.1.4 Método de extraccion

Los 6rganos en los cuales se evalué la distribucion de 6MC fueron corazén, pulmones,
rifiones, bazo, higado, plasma y la extremidad inferior derecha de ratas Wistar. Esta
ultima fue definida teniendo en cuenta que el activo ha demostrado actividad
antiinflamatoria en el modelo de edema plantar y era de nuestro interés evaluar la

concentracion de 6MC en dicho 6rgano blanco.

Para el método de extraccion se realizé6 un homogenado de tejido en presencia de acido
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tricloroacético (TCA), un agente precipitante de proteinas. Cada 6rgano se homogenizé
con TCA al 20% (p/v) en proporcion 1:1 frente al peso del tejido mediante un politrén PT-
10-35. Posteriormente el homogenado se centrifugé a 13000 rpm a 4T, durante 10

minutos y el sobrenadante fue recuperado.

Para las muestras de sangre, en lugar de la homogenizacion, se realiz6 una
centrifugacion previa a 3000 rpm durante 10 minutos con el fin de precipitar células
grandes como globulos rojos y trabajar con plasma, al que se le adiciond posteriormente
TCA al 20% (p/v) en proporcion 1:1 y se centrifugd de igual forma como se describe

previamente con el fin de eliminar proteinas remanentes.

Tanto soluciones de trabajo, como muestras bioldgicas fueron rotuladas, protegidas

adecuadamente y mantenidas en el congelador a 4T.

3.2.1.5 Idoneidad del sistema

Aungue la idoneidad del sistema no constituye un parametro de validacion si es condicion
para que el método que se va a validar se pueda considerar como idéneo y fiable.

El analito de interés, mezclado con compuestos similares, se utilizé6 para determinar el
tiempo de retencién (tr), factor de capacidad (k), factor de separacion (), nimero de
platos tedricos (n), resolucién (R), altura equivalente de plato teérico (H) y factor de

coleo.

3.2.2 Validacion de la metodologia analitica

Como se menciond previamente, los parametros a validar para metodologias
bioanaliticas sugeridos por la ICH (ICH, 2005) son: linealidad, selectividad vy
especificidad, limite mas bajo de cuantificacion, precisién, exactitud y estabilidad. Esta
etapa permiti6 conocer la fiabilidad del método en su aplicacién rutinaria siendo la
fiabilidad la capacidad del método para conservar los parametros que se han validado.
En este estudio se validaron los parametros antes mencionados para la cuantificacion de
6MC en cada una de las matrices biolégicas utilizadas.
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3.2.2.1 Linealidad

Una metodologia presenta linealidad cuando se observa que al variar la concentracién
hay un cambio significativo y proporcional en la respuesta instrumental. La linealidad solo
compromete al intervalo de concentraciones consideradas en el estudio y no debe
extrapolarse a valores fuera de dicho rango. El rango utilizado fue el mas bajo posible
(0,4 a 12,8 pg/mL) con el objetivo que las concentraciones encontradas en muestras
bioldgicas estuvieran dentro de éste. Para determinar la linealidad para 6MC en cada una
de las matrices se trabajaron 3 réplicas y 5 niveles de concentracién. El sistema
correspondid a las muestras iniciales (metanol: agua). Para la linealidad del método en
cada matriz fue utilizada la prueba estadistica “t” Student, posterior a una prueba “F de

Ficher” para andlisis de varianza. En ambos casos el nivel de significancia fue p < 0.05.

3.2.2.2 Especificidad y selectividad

Se considera como especificidad a la capacidad de un método para diferenciar y
cuantificar uno o varios analitos en presencia de otros componentes que se sospecha
puedan estar presentes en la mezcla (Ravichandran et al., 2010). Las sustancias
potencialmente interferentes en una matriz bioldgica incluyen componentes endégenos
de la matriz, metabolitos, productos de degradacion, impurezas, etc. Para evaluarla se
utilizé una mezcla de cumarinas relacionadas estructuralmente (cumarina, 6-
hidroxicumarina, 7- hidroxicumarina y 6 — metilcumarina) y su criterio de aceptabilidad fue
el tiempo de retencibn en los cromatogramas para cada matriz. En términos de
selectividad, también se evalu6 la capacidad del método para diferenciar claramente la
molécula de interés de los demas componentes que pueden estar presentes en la
muestra, como solventes, enddgenos de la matriz, entre otros (Ravichandran et al.,
2010).

3.2.2.3 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién es la concentracion mas baja de un analito que puede ser
determinada con aceptable precisién y exactitud bajo las condiciones experimentales
establecidas (AEFI, 2001).
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Para determinarlo se hicieron diluciones descendentes, desde el Ultimo punto de
concentracion del rango evaluado. Se realizé por triplicado hasta donde se pudiera
encontrar en el cromatograma un area adecuada para integrar y que el coeficiente de

variacion y la exactitud fueran inferiores al 20%.

3.2.2.4 Precision

La precisién hace referencia a la concordancia entre los distintos resultados obtenidos
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a multiples alicuotas de una muestra
homogénea (FDA, 2001). Se evalu6 por medio del coeficiente de variacion (CV%) entre
ellas a dos niveles intra e inter ensayo y el valor de aceptacion para cada nivel debe ser
CV < 15%. Para ello se utilizaron muestras bioldgicas enriquecidas con las

concentraciones equivalentes a 0.4, 3.2 y 6.4 pg/mL

La precision del método fue calculada como el coeficiente de variacién (% CV o % RSD)
de mediciones intra e inter dia. La precision intradia se evalué en muestras bioldgicas
preparadas dentro del mismo dia (a tres niveles de concentracidn). La precision interdia
se evalué en muestras biologicas preparadas en tres dias diferentes (a cada nivel de
concentracion). El % RSD (Ecuacién 3-1) se determind en cada nivel de concentracion y
se expres6 como el promedio de los resultados junto con su respectiva desviacion

estandar.

Ecuacion3-1: Desviacion estandar relativa expresada en porcentaje.

%RSD = (desviacion estandar / promedio) * 100

3.2.2.5 Exactitud

La exactitud es el grado de concordancia entre el valor verdadero y el valor experimental.
Una diferencia grande significa que la exactitud es inadecuada y revela la existencia de
errores determinados que deberan corregirse. De igual forma que la precision, se evalla
a nivel intra e inter ensayo y su valor de aceptacion debe ser < 15%. (AEFI, 2001; FDA,
2001).

La exactitud del método fue demostrada mediante el porcentaje de error relativo (% ER).

Se utilizaron tres niveles de concentracién (bajo, medio y alto) dentro del rango escogido.
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Las concentraciones calculadas se obtuvieron mediante la ecuacién generada de cada
curva de calibracién, respecto al valor real adicionado se calculd el error absoluto

(Ecuacion 3-2) y posteriormente el error relativo (Ecuacion 3-3).
Ecuacién3-2: Error absoluto

EA = valor calculado — valor real

Ecuacion3-3: Error relativo expresado en porcentaje

%ER = (EA/ valor real) *100

3.2.2.6 Estabilidad de las muestras

Se debe asegurar la estabilidad del analito hasta la obtencion de resultados. Para esto se
determind la estabilidad del analito después de tres ciclos de enfriamiento — temperatura
ambiente por triplicado en dos niveles de concentracion (0,4 y 12,8 ug/mL) para cada
matriz. Dichas muestras fueron sometidas desde su preparacién a tres cliclos de
enfriamiento (24h a 4°C) — temperatura ambiente (24 h temperatura ambiente, 21C). Se
realiz6 analisis cromatografico de las muestras frescas y luego de tres ciclos ciclo de

descongelamiento.

Permite evaluar la estabilidad de los analitos con base en el tiempo estimado de

permanencia a temperatura de congelacion.

Por otro lado, se determiné la estabilidad de las muestras sometidas en un periodo de
permanencia en el automuestreador y a la temperatura de éste con el fin de garantizar
gue no se alteran mientras se encuentren en el equipo cromatogréfico:

Tiempo de permanencia 44 h equivalente a 80 muestras con corridas de 33 minutos

aproximadamente. Temperatura del automuestreador: 23 - 24° C.

3.2.3 Estudio de biodistribucion

En una primera parte se llevé a cabo el estudio de biodistribucion, por via intraperitoneal,
en animales sanos con el fin de caracterizar el perfil de biodistribucion de 6-
metilcumarina libre (6MC - libre) y por otro lado la biodistribucion de la misma en el
sistema de entrega microparticulado (6MC — MP). La dosis fue definida en 200 mg/kg de

6MC para ambas formas de entrega.
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Al fin de cada punto de muestreo los animales (tres por grupo) fueron sacrificados por
dislocacién cervical tomando muestras de sangre de compartimento central (corazén) y

retirando los 6rganos de interés. Los tiempos de muestreo se reportan en la Tabla 3-3.

Tabla 3-3: Tiempos de muestreo escogidos para el estudio de biodistribucion.

Sistema de 15min 30min 60min 120min 240min
entrega
6MC -libre X X X X | -
6MC - MP X X X X X
3.2.4 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria  de 6MC libre y

6MC — MP.

Se llevo a cabo el estudio de actividad en el modelo de inflamacién de edema plantar
inducido por carragenina, con el animo de comprobar la actividad antiinflamatoria descrita
en trabajos previos para 6MC y evaluar el posible efecto del sistema de entrega sobre la

respuesta antiinflamatoria (Vergel, 2010).

La respuesta inflamatoria fue inducida por la inyeccién de carragenina lambda (0,05 mL;
3% en solucion salina normal), via subplantar, en la almohadilla plantar izquierda -
trasera de los animales. Los animales fueron divididos en tres grupos de 10 animales

cada uno:

Grupo A: animales con carragenina + 6MC — libre (200 mg/Kg via i.p.).

Grupo B: animales con carragenina + 6MC — MP (200 mg/Kg via i.p.).

Grupo C (control): animales con carragenina + solucion salina (ImL/Kg via i.p.).

Todos los tratamientos fueron administrados media hora antes de la administracién de

carragenina.

Se midi6 el volumen de las patas en un pletismometro Ugo Basile® (Figura 3-2) a las 1h,
3h, 5h, 7h y 24h después de administrada la carragenina. El porcentaje de inhibicion de

la inflamacion fue calculado mediante la Ecuacion 3-4:
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Ecuacion3-4: Porcentaje de inhibicién del edema.

% de inhibicion del edema = 100 - (100 x AV problema/ AV control)

En la cual AV problema corresponde a la variacion de volumen de las patas de cada
animal tratado con 6MC y AV control es la variacion promedio del volumen de las patas

del grupo control (vehiculo).

FIGURA 3-2: Pletismometro Ugo Basile® de desplazamiento de agua.

T

(Winyard y Willoughby 2003).

A la 5% hora de induccién del edema plantar se escogieron aleatoriamente tres animales
del grupo A y tres animales del grupo B y se sacrificaron con el animo de cuantificar la
cantidad de 6MC que se encontraba en los diferentes érganos evaluados. Se selecciond
esta hora ya que en trabajos previos han reportado este punto como el tiempo en donde
6MC presenta la maxima respuesta antiinflamatoria en este modelo (Vergel, 2010).

3.2.5 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron en términos de la media aritmética de los valores obtenidos
*+ la desviacion estandar respectiva. Para el analisis de los resultados de actividad
antiinflamatoria in vivo se aplico la prueba de analisis de varianza a dos vias (ANOVA de
dos vias) seguido de un andlisis de comparaciones mdltiples (prueba de BONFERRONI)
usando p< 0.05 como nivel de significancia. Para procesar los datos se utilizé el paquete

estadistico comercial GrapPad Prism °.
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4.Resultados y discusion

4.1 Analisis previo de 6MC

Inicialmente se evaluaron algunas caracteristicas fisicas y quimicas de la molécula con el
fin de conocer su comportamiento durante el estudio. Se determiné la temperatura de
fusion, la solubilidad cualitativa para conocer los solventes que se podian utilizar y la
longitud de onda de maxima absorcién mediante un barrido en la regién del ultravioleta
para conocer la longitud de onda para su deteccion (Figura 4-1) como se resume en la
Tabla 4-1.

Tabla 4-1: Caracteristicas fisicoquimicas determinadas experimentalmente para 6MC.

Pardmetro Resultado
Punto de fusion 73-76 C.
Solubilidad en agua (10 mg en 50 mL) No soluble
Solubilidad en metanol (10 mg en 50 mL) Soluble
Solubilidad en metanol : agua (50:50) (10 mg en Soluble
50 mL)
Longitud de onda de maxima absorcion 275 nmy 321 nm

Como se observa en la Tabla 4-1 en cuanto a la temperatura de trabajo (que sera
maximo de 40C), la molécula no cambiara de estado fisico (fusion). Por otro lado, al
verificar la baja solubilidad en agua y buena solubilidad en metanol se encontré que era
posible hacer una mezcla 1:1 de estos solventes para la preparacion de soluciones de
trabajo. Finalmente, y como era de esperarse de acuerdo a lo reportado en la literatura
(Arango, 2010), 6MC presentdé dos longitudes de onda de maxima absorcion, una a
275nm atribuida al anillo bencénico y otra a 321nm atribuida al anillo pirénico. En la
Figura 4-1 se presenta la respuesta obtenida tras el barrido por el espectro ultravioleta.

Es de resaltar que aunque la sefial a 275nm es casi el doble de la obtenida a 321nm, no
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es menos importante y de hecho no se descarta ya que a dicha longitud de onda, menor
numero de compuestos generan absorcion por lo gue se encuentra mayor selectividad, lo

que brinda un criterio adicional para la deteccién de 6MC.

Figurad4-1: Espectro de absorcién para una solucion de 6MC 10 pg/mL en barrido
espectrofotométrico entre 250 y 350 nm.

4.2 Desarrollo del método cromatografico

Durante la puesta en marcha del estudio se evaluaron las condiciones mas adecuadas

encontrando que:

Tiempo de corrida cromatografica: 32 minutos.
Flujo: 1 ml/ min.

Temperatura de la columna: 40°C.

Volumen de inyeccién: 50 pL

Fase movil: gradiente lineal entre ambas fases movilesl (Grafico 4-1). Al aumentar la

cantidad de Fase B (disminuir la polaridad), se obtiene el pico de 6MC y de igual manera
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de otras posibles moléculas similares.
Fase movil A: agua: metanol: acido acético (95:5:0.2)
Fase movil B: Metanol: acido acético (98.8:0.2)

Gréfico 4-1: Gradiente de elucion de la fase mdvil B para el desarrollo del método de
cuantificacion de 6MC.

Fase movil B
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Fase movil B (%))

0 10 20 30 40
tiempo de corrida (min)
Es importante aclarar que la fase mavil, en cada momento fue preparada y desgasificada

por sonicacion justo antes de su uso.

Los solventes organicos actian como modificadores de la polaridad para alcanzar
separaciones de varios compuestos en una misma corrida, dependiendo del gradiente. El
metanol es el modificador organico mas utilizado en CLAE en mezclas con agua o buffers
(Quattrocchi, 1992). También se adecuaron las fases méviles para que presentaran una
ligera acidez y asi mejorar el desempefio de la separacién en fase reversa a través de
columnas C-18 (Quattrocchi, 1992). Como se observa en el Grafico 4-1, el gradiente
consiste en un incremento de la proporcién de fase organica haciendo que disminuya la
polaridad progresivamente en los primeros 14 minutos y manteniendo una proporcion
isocratica durante 9 minutos. Posteriormente regresa a la fase acuosa donde se
estabiliza la columna cromatografica durante los Ultimos 8 minutos. De esta forma, en la
primera etapa se logra hacer migrar los componentes de las muestras en forma
descendente de polaridad siendo los Ultimos (durante la meseta) los compuestos con
mayor afinidad por la fase organica. Este tipo de fases mdviles son ampliamente
utilizadas en metodologias analiticas que involucran muestras biol6gicas del mismo
modo que la fase estacionaria de naturaleza apolar C-18 y flujo de 1 mL/min. Por

ejemplo, en un estudio realizado en el cual se cuantificO pravastatina en muestras
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bilégicas de raton FVB, se utiliz6 como modificador organico acetonitrilo en mezcla con
agua, aumentando la composicion organica durante la corrida a un flujo de 1 mL/min. Se
utilizé también una columna C-18 que se encuentra apropiada para desarrollar este tipo
de separaciones manteniendo la temperatura en 30C (Sparidans et al., 2010). En cuanto
a la temperatura, se observa que la temperatura de 30C empleada en este estudio,
permitié una elucion mas rapida de los analitos y disminuyo problemas de “tailing” en los
picos favoreciendo a su vez la resolucion de los mismos. Por este motivo, se decidid
aumentar la temperatura de la columna en el estudio realizado, encontrandose que una
vez se alcanza una proporcion de fase mévil B del 50% y a 40T en el horno que aloja la
fase estacionaria, se produce la separacién y por ende se genera el pico cromatografico
(pasando el minuto 14 de la corrida). Del mismo modo, es conveniente resaltar que el
tiempo de corrida fue adecuado para lograr una correcta separacién de 6MC, teniendo en
cuenta que es una molécula de baja polaridad y que su elucién se consigue con una
mayoritaria proporcion de fase organica; en consecuencia, las moléculas que poseen una
polaridad mayor a ésta se separan primero, generando el pico cromatografico en la fase
inicial de la corrida de naturaleza mayoritariamente acuosa. Es por esta razén que se
dej6é un aumento gradual de componente organico durante un periodo de 14 minutos,
donde se esperaba fueran detectadas moléculas de mayor polaridad tales como posibles
derivados metabolicos de 6MC que el organismo modifica con el fin de aumentar su
polaridad y favorecer la excreciéon y una vez alcanzado una composicion organica
superior, tuviera lugar la separacién de 6MC sin ninguna interferencia. Posteriormente, se
permitié6 una composicién constante de fase movil para favorecer la salida de posibles
compuestos con caracteristicas de baja polaridad y una fase final de lavado en el que se
acondiciona el sistema para la corrida siguiente retornando a la composicion inicial de

fase movil.

De acuerdo con estudios reportados para otras moléculas, este tiempo de separacion es
adecuado y comunmente utilizado en metodologias bioanaliticas por CLAE con manejo
de gradientes de elucion entre agua y modificadores organicos, como es el caso de la
cuantificacion de paclitaxel en muestras bioldégicas donde se utilizé como modificador
organico el acetonitrilo, con un tiempo de corrida de 30 minutos en columna C-18 y un
flujo de 1 mL/min, método aplicado a muestras bioldgicas de ratones SPF C57BLC/6
(Kim et al., 2005).

En la Figura 4-2 se muestra un cromatograma obtenido para 6MC bajo las condiciones
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dadas en el desarrollo del método de cuantificacion.

Figura 4-2: Cromatograma obtenido para la identificacion de 6MC en plasma.
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4.3 Validacion de la metodologia

4.3.1 |doneidad del sistema
a) Tiempo de retencion (tr):
Se evalu6 para 6MC y para otras cumarinas de estructura similar, como se ve en la

Figura 4-3, con el fin de tener puntos de comparacion, obteniendo los tiempos de
retencién reportados en la Tabla 4-2.

Figura 4-3: Estructura quimica de cumarinas relacionadas y utilizadas en la validaciéon

del método.
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Tabla 4-2: Tiempos de retencion para cada molécula, obtenidos experimentalmente.

Molécula Tiempo de retencién (min)
6 — metil cumarina 14,921
Cumarina 12,091
7- hidroxicumarina 10,751
6 — hidroxicumarina 9,740

b) Factor de capacidad (k):

El factor de capacidad para las cumarinas evaluadas se calculé6 mediante la Ecuacion 4-1
y se reportan en la Tabla 4-3.

Ecuacion 4-1: Factor de capacidad (k)

tgp -t
to

k=

donde: t, es el tiempo muerto, es decir, el tiempo que tarda en salir un compuesto que no
es retenido por la columna en este caso el solvente metanol; t; es el tiempo de retencion

del analito.

Para 6MC: k= (14,921-1,512)/1,512 = 8,868

Tabla 4-3: Factor de capacidad para cada cumarina empleada para evaluar la idoneidad
del sistema.

Molécula factor de capacidad (k)
6- metil cumarina 8.868
Cumarina 6.997
7- hidroxicumarina 6.110
6 — hidroxicumarina 5.441

El factor de capacidad se interpreta como el nimero de volimenes de fase movil
necesarios para eluir el compuesto de interés después del volumen inicial contenido en la
columna (tiempo muerto); entre mas grande sea, mas separado del frente de solvente se
encuentra. Son adecuados valores de: 2< k < 10 (AEFI, 2001). Por lo que el resultado

obtenido se encontré dentro de lo esperado para una sistema con buena separacion.

c) Retencidn relativa o factor de separacion (0):



40 Evaluacion de la biodistribucion en ratas de una cumarina libre y

microencapsulada

La retencion relativa o el factor de separaciéon define qué tan selectiva es una columna
para separar dos picos; este factor fue calculado mediante la Ecuacién 4-2 y los

resultados se reportan en la Tabla 4-4.

Ecuacion 4-2 : Determinacién del factor de separacién

Lrp) — Lo

tr’(a) —to

donde: t.ges el tiempo de retencion para el compuesto B, t.ses el tiempo de retencion

para el compuesto A y t; es el tiempo muerto.
Para 6MC respecto a Cumarina:
o (6MC — Cumarina) = (14.921 —1.512)/(12.091 — 1.512) = 2.830

Tabla 4-4: Retencion relativa (a) para 6MC respecto a otras cumarinas

Analitos Retencioén relativa (00)
6MC — cumarina 2.830
6MC — 7- hidroxicumarina 4.170
6MC — 6- hidroxicumarina 5.181

Como vemos, el factor de separacion para todas las cumarinas evaluadas fue superior a
la unidad (1) indicando que fue adecuada la separacién de acuerdo a lo reportado en la
literatura (A.E.F.1., 2001).

d) NUmero de platos tedricos (n)
Este parametro mide la eficiencia del sistema cromatografico, expresando el nimero de
picos que pueden aparecer en un cromatograma por unidad de tiempo (A.E.F.I., 2001). El

namero de platos tedricos se calculé mediante la Ecuacion 4-3.

Ecuacion 4-3: Numero de platos tedricos (n)

2

_16(”)2' = 554 ()
n=0wn) © T2 \wez

donde: t, corresponde al tiempo de retencion, Wy el ancho de la base, Wy, al ancho de la

base a media altura.
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Para 6MC:
n = 5.54(14.921/0.054)% = 422978 platos tedricos

Para el numero de platos teéricos son recomendados valores por encima de 2000
(A.E.F.l.,, 2001), por lo que podemos decir que el sistema evaluado tiene una buena

eficiencia.

e) Altura equivalente del plato te6rico (H):
La altura de plato esta relacionada con la eficiencia ya que un sistema es mas eficiente
entre mayor sea el nimero de platos teéricos y menor sea la altura de éstos (A.E.F.I.,

2001). La altura de los platos se calculé mediante la Ecuacion 4-4.

Ecuacion 4-4: Altura equivalente de plato tedrico (H)

l
H=—
n

donde: | es la longitud de la columna; y n es el nimero de platos tedricos
Para 6MC:
H=15/422978 = 3.55¢~> cm

El valor de 3.55¢~° cm se considera bajo, lo que sumado al gran valor de platos teoricos

confirmé la adecuada eficiencia del sistema utilizado.

f) Resolucion (R)
La resolucion es la medida de separacion entre dos picos y se calculd mediante la
acuacion 4-5.
Ecuacion 4-5 : Resolucion (R)
2At
R=———
w1+ W2

donde: At es el la diferencia de tiempos de retencién entre dos picos; y W, ancho de base

a media altura del pico 1; y W, ancho de base a media altura del pico 2.
Para 6MC respecto a cumarina:

R (6Mc- cumaring) = 2* 2.83 / (0.054 + 0.051) = 53.904
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La resolucion de un sistema se considera adecuada con valores superiores a 2. Por lo
tanto, encontramos que la resolucién del sistema para 6MC frente a un pico cercano fue

apropiada para su correcta determinacion.

g) Factor de asimetria o “tailing™:

Este factor es calculado por el software (Ecuacion 4-6) del equipo cromatografico debido
a que se necesitaria una resolucion grafica aceptable del cromatograma para calcular el
ancho de pico al 5% o 10% de altura y por tanto el factor (f).

Ecuacion 4-6 : Factor de asimetria (T)
r_W005601
= 27

donde: Wys5 601 €S €l ancho de pico a un 5 0 10% de la altura y f es la medida entre el

punto en la abscisa medido por el ancho de pico y el tiempo de retencion.
T 6MC — 0.96.

Dicho factor mide la asimetria de la sefial generada por el analito (A.E.F.l., 2001). Un
pico perfectamente simétrico tendra un T = 1, si presenta un ensanchamiento al inicio del
pico tendra valores inferiores a la unidad mientras que si presenta cola tendra un valor
por encima de la unidad. Se considera adecuado un valor entre 0.8 y 1.5. De acuerdo a
esto, el sistema fue adecuado para obtener picos de 6MC con buena simetria.

Los resultados obtenidos en esta primera etapa cumplen con los parametros establecidos
por la FDA (FDA, 2001) en los lineamientos para la validacion de métodos analiticos. Por
tal razdn, el sistema cromatografico es idéneo y se puede utilizar para la validacién de las

metodologias y el analisis del compuesto de interés 6MC.

4.3.2 Parametros de validacion

a. Selectividad y especificidad

Cuando se quiere cuantificar alguna molécula presente en matrices biolégicas complejas,
uno de los principales retos en el desarrollo y validacion del método cromatogréafico es
lograr que éste sea especifico por la posibilidad de encontrar mas moléculas de
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caracteristicas similares, y que sea selectivo, comprobando que los componentes
enddgenos de la matriz no generan ninguna interferencia con la molécula de interés.
Para la evaluacion de selectividad, en el sistema (metanol) se hicieron lecturas de 10
blancos (metanol s6lo) y no se observaron interferencias en el tiempo de retencion de
6MC. Asi mismo, se evalud cada una de las matrices (higado, bazo, corazén pulmones,
rifones, plasma, extremidad) y en ninguna se encontré interferencias en el mismo tiempo

de retencién de 6MC como se observa en la Figura 4-4.

Para la especificidad, frente a otros analitos contemplados como posibles interferentes,
usamos como ejemplo cumarina, 6 hidroxicumarina, 7 hidroxicumarina, se evaluo
respecto a su tiempo de retencién descritos previamente, para asegurar que no eluyeran
al mismo tiempo de retencion de 6MC. En los cromatogramas no se presentaron
interferencias entre las respuestas para cada pico. Como se observa en la Figura 4-5,
6MC no presenta inconvenientes en su deteccién ya que ni con otros analitos ni con
componentes enddgenos de la matriz en este ejemplo higado, presenta interferencia. Los
picos fueron agudos, claramente definidos y adecuadamente separados como se
observa en la Figura 4-6. Se evalu6 para todas las matrices a usar encontrandose el
mismo comportamiento. Asi pues, es posible inferir que el método cumple con los
parametros de selectividad y especificidad necesarios para la cuantificacion de 6MC en

las matrices bioldgicas que fueron contempladas en el presente estudio.
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Figura 4-4: Cromatogramas de la evaluacion de especificidad del método frente a los

componentes endégenos de la matriz.
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Muestras de matriz pulmones, corazon, rifiones y extremidad a. 321 nm b. 275 nm. Se grafica unidades de

area *10 -3 (mAU) Vs. Tiempo (min).

Figura 4-5: Evaluacion de la selectividad del método frente a otros compuestos similares.
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Ejemplo en a) sistema metanol B) matriz higado. Longitud de onda: 321nm. Se grafica unidades de area *10
-3 (MAU) Vs. Tiempo (min).

Figura 4-6: Cromatogramas de la evaluacion de especificidad del método frente a
componentes enddgenos de la matriz en muestras enriquecidas con 6MC.
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Muestras de bazo y plasma enriquecidas con 6MC. a. 321nm b. 275nm. Se grafica unidades de area *10 -3
(mAU) Vs. Tiempo (min).

b. Limite de cuantificacién

Para su determinaciéon se usaron triplicados de cada una de las concentraciones
alcanzadas obteniéndose la concentracion mas baja que fue posible calcular con
adecuada precision y exactitud como se observa en la Tabla 4-5.

Tabla 4-5: Limite de cuantificacion (LOQ) para cada matriz.

Para-

metro Corazén Bazo Pulmones Rifiones Higado Extremidad Plasma
275 321 275 321 | 275 321 275 321 | 275 | 321 | 275 | 321 275 321
nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm

LOQ

Hg/mL 0.20 || 0.20 || 0.30 | 0.30 |[0.30 || 0.30 0.40 | 0.30 (| 0.40 |[ 0.30 || 0.15 || 0.08 || 0.30 || 0.30

Concen- | 0.17 | 0.20 | 0.25 | 0.27 | 0.25 | 0.25 034 | 033 | 0.42 | 0.28 | 0.14 | 0.08 | 0.34 | 0.29
traciones

calcula- | 0.17 | 0.19 | 025 | 0.27 | 0.25 | 0.25 034 | 031 | 043 | 0.33 | 0.14 | 0.09 | 0.34 | 0.29
das

pg/mL 0.18 | 0.21 | 025 | 0.27 | 0.26 | 0.25 037 | 0.33 | 0.42 | 0.29 | 0.14 | 0.08 | 0.34 | 0.29

CV % 294 | 415 || 0.27 | 0.00 || 1.96 || 0.76 534 | 3.41 (| 0.53 | 850 || 1.33 || 3.70 || 0.63 | 1.24

14.03 || 3.50 || 15.25 || 9.90 || 14.1 || 16.01 || 12.65 || 8.80 || 5.97 || 6.39 || 6.38 || 2.51 || 12.80 || 3.35
ER% +2.53 || £1.01 || +£0.22 || +0.00 || #1.68 || £ 0.64 || £4.67 || £3.71 [| +0.56 || £3.33 || £1.24 |[ +1.02 || £ 0.71 || +1.21

CV: Coeficiente de Variacion; ER: Error Relativo. Se tomaron los primeros 2 decimales para presentar el
resultado, el célculo se hizo teniendo en cuenta todos los decimales.
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Debido a la complejidad de las matrices usadas en métodos bioanaliticos, la evaluacién
del limite de cuantificacién es fundamental en los estudios de biodistribucién ya que varia
de acuerdo a la matriz estudiada, a la especie escogida y no es posible generalizar su
valor hasta no ser demostrado. De acuerdo a lo obtenido y los parametros de aceptacion
descritos previamente, se encontré que hasta la concentracion reportada en la Tabla 4-5
para cada érgano (matriz) y en cada longitud de onda evaluada fue donde se alcanzé
una precision y exactitud inferior al 20% que es lo admitido por las guias de ICH (ICH,
2005). Precision expresada en términos del coeficiente de variacion (CV%) y exactitud en
términos de error relativo (ER%) en general, se obtuvo un CV%< 8% y un ER% < 16% en
todos los casos. Por lo tanto, concretamente se encontrd6 una minima concentracion
cuantificable en corazon de 0.2 yg/mL a ambas longitudes de onda. Para bazo, pulmén vy
plasma dicha concentracion fue 0.30 yg/mL a ambas longitudes. En el caso de higado y
rifidn a 321 nm se mantiene la concentracién minima en 0.30 yg/mL aunque se encontrd
gue a 275nm el método mantiene su exactitud y precision hasta 0,40 ug/mL teniéndose
gue son las matrices mas complejas para su estudio. Por el contrario, para extremidad se
encontré que el método mantenia sus caracteristicas de aceptacién a concentraciones
inferiores, incluso hasta 0.08 ug/mL lo que confirma que sus caracteristicas endégenas
son irrelevantes en la lectura a las longitudes de onda estudiadas. Estos valores
encontrados fueron similares a los reportados por otros autores para estudios de
farmacocinética y biodistribucién como el realizado con orientina en ratas Sprague —
Dawley en donde el limite de cuantificacion fue de 0.2 yg/mL en plasma, 0.5 pyg/mL en

pulmones y 0.05 pg/mL en otros tejidos (Li et al., 2008).

c. Linealidad

Para determinar la linealidad de 6MC en el sistema y en cada una de las matrices
estudiadas, se trabajo por triplicado, a 5 niveles de concentracion obteniendo los
resultados reportados en las Tablas 4-6 a 4-29 y en las Graficas 4-2 a 4-9.

v' Sistema: Metanol: agua (50:50)
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Tabla 4-6: Evaluacién de linealidad en el sistema.

Concentracion 6MC pg/ml | Area mAU 275 nm | Area mAU 321 nm
109.2 411
0.4 123.1 46.3
117.9 49.3
258.6 97.4
0.8 259.7 97.6
250.2 97.8
505.8 185.4
1.6 504.0 189.9
507.7 198.5
1036.4 390.8
3.2 993.1 406.0
949.8 358.2
1823.9 689.2
6.4 1872.2 570.1
1920.5 725.3
39834 1508.4
12.8 4030.2 1525.9
3706.3 1372.2

Sistema: metanol-agua (50:50). Concentracion utilizada en pg/mL y la respuesta obtenida en el
cromatégrafo area en mAU para 275nm y 321nm.

Tabla 4-7: Parametros estadisticos “t” student para la linealidad de 6MC en el sistema.

desviacion desviacion s o ttab

. Valor Valor . . hipétesis hipétesis texp texp .

Parametro 275 nm | 321 nm estandar estandar nula alterna 275nm | 321nm (16;
275nm 321nm 0,05)
Intercepto (a) 2.986 1.084 24518 17.159 Ho:a =0 Hl:a#0 0.122 0.063 |2.120
Pendiente (b) 302'88 11%'82 4,064 2.844 Ho:B=0 H1:B#0 | 74533 | 39.672 | 2.120
Correlacion (r) 0.999 0.995 - -- Ho:r=0 H1:r#0 74.533 | 39.672 | 2.120

Resultados para ambas longitudes de onda.
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Tabla 4-8: Parametros estadisticos ANOVA y FISHER para la linealidad de 6MC en el
sistema.

Fuente de Grztios Sumatoria de | Sumatoria de Cuadrado Cuadrado F ex F ex F
variacion libertad cuadrados cuadrados medio (CM) medio (CM) 275npm 321npm tabulado
(FV) GL) (SC) 275nm (SC) 321nm 275nm 321nm
B 4.49 (1,
Regresion 1 30979136.32 4298810.09 | 30979057.57 | 4298810.09 | 5555.21 | 1573.90 16, 0.05)
Error 16 89223.34 43700.89 5576.57 2731.31
Desvio de 3.26 (4,
linealidad 4 2229.55 15815.84 5574.88 3953.96 0.99 1.70 12, 0.05)
Error puro 12 69870.34 27885.05 5576.98 2323.75
Total 17 31068359.66 4342510.98

Resultados para ambas longitudes de onda.

Grafico 4-2: Curvas de calibracién para 6MC en el sistema (metanol — agua)
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a. 275 nmy b. 321nm. Datos Expresados como el promedio + desviacion estandar.
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v" Método 1: HIGADO

Tabla 4-9: Evaluacion de linealidad en el método 1: Higado.

Concentracion 6MC pg/ml | Area mAU 275 nm | Area mAU 321 nm
51.4 22.4
0.4 53.8 24.2
56.1 26.4
118.5 39.0
0.8 113.3 35.0
110.6 40.0
245.1 89.2
1.6 228.4 85.0
216.8 87.7
403.5 147.5
3.2 507.4 123.6
499.5 115.2
868.3 280.0
6.4 848.1 244.0
827.9 256.0
1622.7 548.2
12.8 1667.4 580.0
1712.1 528.9

Concentracion utilizada en pg/mL y la respuesta obtenida en el cromatografo area en mAU para 275nm y

321nm.

Tabla 4-10: Parametros estadisticos “t” student para la linealidad de 6MC en el método 1:

higado.
desviacion | desviacion L L t tab
Valor Valor estandar estandar hipotesis | hipotesis | texp texp (16:
Parametro '
275nm | 321nm 275nm 321nm nula alterna | 275nm | 321nm 0,05)
'mer(‘:;pto 21.221 | 4744 | 10.809 5498 |Ho:a=0|Hl:a#0 | 1.963 | 0.863 | 2.120
Pe”z;‘;me 129.218 | 42.155 |  1.791 0911 |Ho:B=0|HL:B#0 |72.128 | 46.260 | 2.120
Co"e('gc'on 0.998 | 0.996 - - Ho:r=0 | HL:r#0 | 72.128 | 46.260 | 2.120

Resultados para ambas longitudes de onda.
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Tabla 4-11: Parametros estadisticos ANOVA y FISHER para la linealidad de 6MC en el
método 1: higado.

Fuente de Grzios Sumatoria de | Sumatoria de Cuadrado Cuadrado F ex F ex F
variaciéon libertad cuadrados cuadrados medio (CM) | medio (CM) 275npm 321n?1 tabulado
(FV) GL) (SC) 275nm (SC)321nm 275nm 321nm
- 4.49 (1,
Regresion 1 5638329.97 600065.45 5638329.97 600065.45 | 5202.51 | 2139.95 16, 0.05)
Error 16 17340.33 4486.58 1083.77 280.41
desvio de 3.26 (4,
linealidad 4 6387.84 1898.84 1596.96 47471 1.75 2.20 12, 0.05)
Error puro 12 10952.49 2587.74 912.71 215.64
Total 17 5655670.30 604552.03
Resultados para ambas longitudes de onda.
Graéfico 4-3: Curva de calibracién para 6MC en el método 1: higado.
c d
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v' Método 2: PULMONES

Tabla 4-12: Evaluacion de linealidad en el método 2: pulmones.

Concentracion 6MC pg/ml | Area mAU 275 nm | Area mAU 321 nm
50.0 15.0
0.4 43.1 12.0
45.0 17.0
91.8 34.2
0.8 78.0 29.3
88.9 33.3
2015 74.8
1.6 198.8 73.7
177.1 65.3
406.9 151.4
3.2 399.2 148.5
448.1 166.6
758.3 352.5
6.4 792.5 295.1
853.3 307.8
1808.5 685.9
12.8 1672.2 624.9
1770.0 660.1

Concentracion utilizada en pg/mL y la respuesta obtenida en el cromatografo area en mAU para 275nm y

321nm.

Tabla 4-13: Parametros estadisticos “t” student para la linealidad de 6MC en el método 2:

pulmones.
. Valor | Valor desvllauon desv,lacmn hipétesis | hipétesis | texp | texp ttal?
Parametro 275nm | 321nm estandar estandar nula alterna | 275nm | 321nm (16;
275nm 321nm 0,05)
'”ter(f;pto -26.620 | -9.882 | 13.299 5244 | Ho:a=0|H1:a#0 |-2.002 | -1.885 | 2.120
Pendient
e”(t'sne 137.068 | 51.922 | 2.204 0869 | Ho:B=0|H1:B#0 |62.184|59.738 | 2.120
Co"e('gc'on 0.998 | 0.998 - - Ho:r=0 | H1:r#0 | 62.184 | 59.738 | 2.120

Resultados para ambas longitudes de onda.
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Tabla 4-14: Parametros estadisticos ANOVA Y FISHER para la linealidad de 6MC en el
método 2: pulmones.

Grados | Sumatoria Sumatoria Cuadrado
Fuente de Cuadrado -
vaniacion de de de medio (CM) medio F exp F exp F
FV) libertad | cuadrados | cuadrados 2750m (CM) 275nm | 321nm | tabulado
(GL) (SC) 275nm | (SC)321nm 321nm
L 4.49 (1,
Regresion 1 6344241.42 | 910339.03 | 6344241.42 | 910339.03 | 3866.81 | 3568.67 16, 0.05)
Error 16 26251.04 4081.47 1640.69 255.09
Desvio de 3.26 (4,
linealidad 4 9873.90 537.46 2892.85 134.37 2.36 0.45 12, 0.05)
Error puro 12 16377.14 3544.00 1223.30 295.33
Total 17 6370492.46 | 914420.50

Resultados para ambas longitudes de onda.

Grafico 4-4: Curva de calibracién para 6MC en el método 2: pulmones.
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v" Método 3: BAZO

Tabla 4-15: Evaluacion de linealidad en el método 3: bazo.

Concentracion pg/mi

Area mAU 275nm

Area mAU 321nm

42.0 125
0.4 36.2 13.6
49.0 18.4
88.1 334
0.8 101.1 37.8
96.6 36.1
213.6 80.3
1.6 208.2 78.4
198.6 67.6
459.9 172.8
3.2 461.8 174.5
466.3 177.2
814.1 305.3
6.4 873.3 325.9
939.7 350.9
1968.0 774.3
12.8 1840.5 688.2
18555 693.8

Concentracion utilizada en pg/mL y la respuesta obtenida en el cromatégrafo area en mAU para 275nm y

321nm.

Tabla 4-16: Parametros estadisticos “t” student para la linealidad de 6MC en el método 3:

bazo.

desviacion | desviacion . o ttab
. Valor Valor . ) hipotesis | hipotesis | texp texp ]
Parametro 275nm | 321nm estandar estandar nula alterna | 275nm | 321nm (16;
275nm 321nm 0,05)

Intercepto - L )
(@) -27.173 12.540 13.304 7.188 Ho:a=0 | Hl:a#0 | -2.042 | -1.745 | 2.120
Pe”z;‘;me 148.170 | 56.438 |  2.205 1191 |Ho:B=0| HL:B#0 | 67.193 | 47.372 | 2.120
Co"e('gc'on 0.998 | 0.996 - - Ho:r=0 | HL:r#0 | 67.193 | 47.372 | 2.120

Resultados para ambas longitudes de onda.
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Tabla 4-17: Parametros estadisticos ANOVA y FISHER para la linealidad de 6MC en el
método 3: bazo.

Fuente Grados | Sumatoria | Sumatoria
Cuadrado Cuadrado
de de de de medio (CM) | medio (CM) F exp F exp F
variacion | libertad | cuadrados | cuadrados 2750m 321nm 275nm | 321nm | tabulado
(FVv) (GL) [ (SC)275nm | (SC)321nm
L 4.49 (1,
Regresion 1 7413501.39 | 1075596.32 | 7413501.39 | 1075596.32 | 4514.84 | 2244.10 16, 0.05)
Error 16 26272.47 7668.78 1642.03 479.30
Desvio de 3.26 (4,
linealidad 4 8357.28 1851.04 2889.32 848.25 2.36 2.38 12, 0.05)
Error puro 12 17915.19 5817.74 1226.26 356.31
Total 17 7439773.86 | 1083265.10
Resultados para ambas longitudes de onda.
Grafico 4-5: Curva de calibracién para 6MC en el método 3: bazo.
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v' Método 4: CORAZON

Tabla 4-18: Evaluacioén de linealidad en el método 4: corazon.

Concentracion 6MC pg/ml | Area mAU 275 nm | Area mAU 321 nm
72.7 20.1
0.4 48.0 17.0
43.1 17.9
114.0 36.0
0.8 107.9 32.6
1215 39.0
220.9 75.3
1.6 226.2 76.7
233.2 78.5
522.0 196.0
3.2 562.0 200.0
405.0 149.9
865.7 321.0
6.4 880.0 3215
903.0 329.0
1704.0 653.0
12.8 1710.0 631.0
1669.5 616.9

Concentracion utilizada en pg/mL y la respuesta obtenida en el cromatografo area en mAU para 275nm y

321nm.

Tabla 4-19: Parametros estadisticos “t” student para la linealidad de 6MC en el método 4:

corazon.
. Valor Valor desv’lauon desv’|a0|on hipétesis | hipotesis t exp t exp t tab.
Parametro 275nm 321nm estandar estandar nula alterna 275nm | 321nm (s
275nm 321nm 0,05)
'nter(‘;pto 24810 | 3.225 13532 5.119 Ho:a=0 | HL:a#0 | 1.833 | 0630 | 2.120
Pen?t')‘)eme 131.774 | 49.648 2.243 0.848 Ho:B=0 | HL:B#0 | 58.750 | 58.514 | 2.120
co"e(":;c'on 0998 | 0.998 - - Ho:r=0 | HL:r#0 | 58.750 | 58.514 | 2.120

Resultados para ambas longitudes de onda.
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Tabla 4-20: Parametros estadisticos ANOVA y FISHER para la linealidad de 6MC en el
método 4: corazén.

Grados | Sumatoria | Sumatoria Cuadrado
Fuente de Cuadrado -
variacién de de de medio (CM) medio Fexp F
FV) libertad | cuadrados | cuadrados 2750m (CM) 321nm | tabulado
(GL) (SC) 275nm | (SC)321nm 321nm
., 4.49 (1,
Regresion 1 5863610.36 | 832341.94 | 5863610.36 | 832341.94 | 3451.59 | 3423.89 16, 0.05)
Error 16 27181.00 3889.57 1698.81 243.10
Desvio de 3.26 (4,
linealidad 4 11532.22 1606.25 2894.34 448.45 2.57 12, 0.05)
Error puro 12 15648.78 2283.32 1300.30 174.65
Total 17 5890791.36 | 836231.50
Resultados para ambas longitudes de onda.
Grafico 4-6: Curva de calibracién para 6MC en el método 4: corazon.
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v' Método 5: EXTREMIDAD

Tabla 4-21: Evaluacion de linealidad en el método 5: extremidad.

Concentracion 6MC pg/ml | Area mAU 275 nm | Area mAU 321 nm
47.1 12.8
0.4 68.4 19.4
54.8 20.8
103.3 39.6
0.8 155.2 38.5
92.9 36.5
181.0 69.8
1.6 191.6 745
181.2 70.7
474.3 180.2
3.2 417.0 160.0
443.3 168.0
876.0 292.3
6.4 839.5 315.7
915.7 347.7
1854.4 670.0
12,8 1700.9 637.7
1617.8 606.8

Concentracion utilizada en yg/mL y la respuesta obtenida en el cromatégrafo area en mAU para 275nm y

321nm.

Tabla 4-22: Parametros estadisticos “t” Student para la linealidad de 6MC en el método
5: extremidad.

desviacion | desviacion L L t tab

. Valor Valor . ) hipotesis | hipotesis | texp texp ]
Parametro 275nm | 321nm estandar estandar nula alterna | 275nm | 321nm (16;
275nm 321nm 0,05)

'mer(‘;‘;pto -0.455 | -1.367 | 16.449 5382 |Ho:a=0|Hl:a#0 |-0.028 | -0.254 | 2.120
Pe”z;‘;me 135.219 | 50.074 | 2.276 0.892 | Ho:B=0|HL:B#0 |49.597 | 56.136 | 2.120
Co"e(lgc'on 0.997 | 0.997 - - Ho:r=0 | H1:r#0 |56.136 | 49.597 | 2.120

Resultados para ambas longitudes de onda.
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Tabla 4-23: Parametros estadisticos ANOVA y FISHER para la linealidad de 6MC en el
método 5: extremidad.

Grados | Sumatoria | Sumatoria Cuadrado
Fuente de Cuadrado -
variacion de de de medio (CM) medio F exp F exp F
(FV) libertad | cuadrados | cuadrados 2750m (Cw™m) 275nm | 321nm | tabulado
(GL) (SC) 275nm | (SC)321nm 321nm
B 4.49 (1,
Regresion 1 6174246.67 | 846701.85 | 6174246.67 | 846701.85 | 2459.90 | 3151.24 16, 0.05)
Error 16 40159.29 4299.01 2509.96 268.69
Desvio de 3.26 (4,
linealidad 4 4259.38 493.81 3178.43 250.12 1.39 0.91 12, 0.05)
Error puro 12 35899.91 3805.21 2287.13 274.88
Total 17 6214405.96 | 851000.86
Resultados para ambas longitudes de onda.
Grafico 4-7: Curva de calibracién para 6MC en el método 5: extremidad.
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k. 275 nm y I. 321 nm. Datos Expresados como el promedio + desviacion estandar.
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v' Método 6: RINONES

Tabla 4-24: Evaluacion de linealidad en el método 6: rifiones.

Concentracion 6MC pg/ml | Area mAU 275 nm | Area mAU 321 nm
67.2 25.7
0.4 66.5 26.1
55.4 22.3
107.4 46.7
0.8 91.5 33.7
90.7 40.2
185.9 69.2
1.6 196.5 73.0
209.0 77.7
390.5 144.7
3.2 365.8 136.5
423.5 158.5
793.6 302.9
6.4 755.8 284.1
831.3 321.6
1471.3 662.9
12.8 1501.2 635.9
1445.3 608.8

Concentracion utilizada en pg/mL y la respuesta obtenida en el cromatégrafo area en mAU para 275nm y

321nm.

Tabla 4-25: Parametros estadisticos “t” Student para la linealidad de 6MC en el método

6: rifones.
, Valor | Valor desvllauon desv,lamon hipétesis | hipotesis | texp | texp “al?
Parametro 275nm | 321nm estandar estandar nula alterna | 275nm | 321nm (16;
275nm 321nm 0,05)
'”ter(‘;‘ipto 19.977 | -3.809 |  9.340 4823 | Hoia=0|HL:a#0 | 2139 | -0.790 | 2.120
Pe”i’)‘;me 114.931| 49.457 |  1.548 0799 | Ho:B=0 | H1:B#0 | 74.241 | 61.866 | 2.120
C°”e("sc'°” 0.999 | 0.998 - - Ho:r=0 | H1:r#0 | 74.241 | 61.866 | 2.120

Resultados para ambas longitudes de onda.
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Tabla 4-26: Parametros estadisticos ANOVA y FISHER para la linealidad de 6MC en el
método 6: rifiones.

Grados | Sumatoria Sumatoria Cuadrado
Fuente de Cuadrado .
S de de de . medio F exp F exp F
variacion | . medio (CM)
(FV) libertad | cuadrados | cuadrados 2750m (CM) 275nm | 321nm | tabulado
(GL) (SC) 275nm | (SC)321nm 321nm
L, 4.49 (1,
Regresion 1 4460449.11 | 825967.52 | 4460449.11 | 825967.52 | 5511.78 | 3827.43 16, 0.05)
Error 16 12948.11 3452.83 809.26 215.80
Desvio de 3.26 (4,
linealidad 4 6324.42 909.60 1581.11 318.67 2.86 1.76 12, 0.05)
Error puro 12 6623.69 2543.24 551.97 181.49
Total 17 4473397.23 | 829420.35

Resultados para ambas longitudes de onda.

Graéfico 4-8 : Curva de calibracion para 6MC en el método 6: rifiones.
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v' Método 7: PLASMA

Tabla 4-27: Evaluacion de linealidad en el método 7: plasma.

Concentracion 6MC pg/mi

Area mAU 275 nm

Area mAU 321 nm

88.3 321
0.4 88.4 32.0
87.1 317
164.3 61.5
0.8 155.8 50.9
161.1 50.7
350.1 975
1.6 324.2 110.4
2747 106.1
737.9 203.4
3.2 709.2 230.1
650.8 237.3
1503.5 462.4
6.4 1497.6 460.7
1500.6 461.6
3057.6 848.6
12.8 3032.7 900.6
3007.7 890.7

Concentracion utilizada en pg/mL y la respuesta obtenida en el cromatografo area en mAU para 275nm y

321nm.

Tabla 4-28: Parametros estadisticos “t” Student para la linealidad de 6MC en el método

7: plasma.
; Valor Valor deSV}aC|0n deSV}aC|0n hipétesis | hipétesis texp texp ttab
Parametro 275nm | 321nm estandar estandar nula alterna 275nm | 321nm (1s;
275nm 321nm 0,05)
'mer((;‘;pto -40.549 | 0.234 10.443 4911 Ho:a=0 | Hl:a#0 | -3.883 | 0476 | 2.120
Pen?k'snte 239.701 | 69.129 1731 0.814 Ho:B=0 | HL:B#0 | 138.476 | 84.930 | 2.120
Co"eésc'on 0999 | 0.999 - - Ho:r=0 | H1:r#0 | 138.476 | 84.930 | 2.120

Resultados para ambas longitudes de onda.
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Tabla 4-29: Parametros estadisticos para la linealidad de 6MC en el método 7: plasma.

Fuente de Grados Sumatoria de Sumatoria Cuadrado Cuadrado
variacion de cuadrados de medio (CM) medio (CM) F exp Fexp F
V) libertad (SC) 275nm cuadrados 275nm 321nm 275nm 321nm | tabulado
(GL) (SC)321nm
B 4.49 (1,
Regresion 1 19401908.62 1613741.79 | 19401908.62 | 1613741.79 | 19175.74 | 7213.16 16, 0.05)
Error 16 16188.71 3579.55 1011.79 223.72
Desvio de 3.26 (4,
linealidad 4 8012.77 1744.52 2081.20 436.13 2.94 2.85 12, 0.05)
Error puro 12 8175.94 1835.01 655.42 152.92
Total 17 19418097.33 1617321.34

Resultados para ambas longitudes de onda.

Grafico 4-9: Curva de calibracién para 6MC en el método 7: plasma.
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La evaluacion de la linealidad es uno de los procedimientos estadisticos mas Utiles e

importantes en los estudios de validacion, de este depende la correcta relacion entre la

respuesta que se busca y la concentracién que se desea encontrar. Como se observa

anteriormente, el coeficiente de correlacion en todos los casos fue mayor a 0,997

confirmando que existe una correlacion entre la concentracion y la respuesta del equipo

cromatografico en términos de area bajo la curva dentro del rango estudiado. Dicho
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rango fue adecuado teniendo en cuenta la concentracién empleada para los ensayos de
biodistribucién, como han sido utilizados en trabajos previos en donde se evalué la
biodistribucién de orientina utilizando CLAE con deteccion UV 380nm para su
determinacion en el rango de 0,25 a 50 uyg/mL (Li et al.,, 2008). También, el rango
utilizado en la determinacion de paclitaxel en muestras bioldgicas donde se utiliz6 CLAE
con deteccion UV de 227 nm el rango de linealidad fue entre 0,1 a 20 pg/mL (Kim et al.,
2005). Posteriormente se determiné el estadistico “t” de Student para el coeficiente de
correlacion (r), la pendiente (b) y el intercepto (a) con el fin de verificar la linealidad. En
todos los casos el t experimental para el intercepto fue menor que el t tabulado por lo que
no fue posible rechazar la hipotesis nula, afirmando que la recta presenta un intercepto
con el eje Y que no es significativamente diferente de cero, existiendo una convergencia
al origen. Para (r) y (b) en todos los casos se obtuvo que el t experimental fue mayor al t
tabulado por lo que se rechaza la hipétesis nula afirmando que si son estadisticamente
diferentes de cero y existe una correlacién significativa entre las dos variables,

concentracion (X) y area bajo la curva (Y) con un nivel de confiabilidad del 95%.

Finalmente, corroborando mediante un ANOVA y estadistico de Fisher se encontrd en
todos los casos para la regresion que F experimental fue mayor al F tabulado lo que
indica que si existe una regresion significativa y para el caso del desvio de la linealidad
se encontr6 que F experimental fue menor al F tabulado, lo que nos permite afirmar que
no existe un desvio significativo de la linealidad ya que estadisticamente no hay

dispersién de los resultados entre réplicas para las distintas concentraciones.

Todo lo anterior para resumir que los errores sistematicos no afectan la linealidad ni del
sistema ni de los métodos evaluados y que ésta es descrita por el modelo lineal

propuesto.

d. Precision y Exactitud

Para determinar la precision y la exactitud de la medida en cada método de estudio se
realizaron tres medidas por cada dia y de cada nivel de concentracién de los tres
utilizados, obteniéndose los datos presentados en la Tabla 4-30 y su posterior conversion
a unidades de concentracion expresados en la Tabla 4-31.
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Tabla 4-30: Precision y exactitud evaluada en cada uno de los métodos.

Corazon (area Bazo (area Pulmones (area | Rifiones (area Higado (area Extremidad Plasma (area
mAU) mAU) mAU) mAU) mAU) (area mAU) mAU)
275 321 275 321 275 321 275 321 275 321 275 321 275 321
nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm
0.4 pg/mL
dia | 79.5 23.1 35.3 115 29.0 11.5 66.3 16.2 24.0 15.4 54.5 19.2 56.3 29.1
a
78.0 23.4 36.0 11.6 29.4 115 66.5 16.0 24.1 151 54.4 19.1 56.4 28.9
79.1 23.2 36.2 11.4 29.3 11.6 66.4 16.1 23.6 14.9 54.0 19.0 56.5 28.7
dia | 78.8 23.2 36.9 11.4 29.2 11.4 66.1 16.0 24.4 14.9 54.2 19,6 56.0 28.2
b
78.1 23.3 35.6 11.6 29.7 115 65.7 16.2 23.9 15.6 54.9 19.2 55.9 28.8
78.4 23.2 36.0 11.3 29.3 11.7 65.6 16.0 24.1 15.3 54.4 19.4 56.2 28.4
dia | 79.3 23.1 35.9 115 29.4 115 65.8 16.1 22.8 15.5 54.6 19.4 56.0 28.2
c
78.6 23.3 35.5 11.4 29.5 11.4 66.4 16.2 23.1 15.2 55.1 19.3 56.1 28.8
78.4 23.4 36.1 11.8 29.6 11.3 66.3 16.0 23.0 15.0 55.0 19.0 56.4 28.5
3.2 pg/mL
dia 464.5 160.0 490.2 172.8 419.3 152.9 390.2 154.7 393.5 147.5 447.0 165.2 740.1 224.3
a
458.1 | 160.8 | 490.8 | 1745 | 418.2 1525 | 388.5 | 1545 | 387.4 | 146.7 | 454.6 166.1 737.4 225.1
459.3 | 160.9 | 486.8 | 177.2 | 419.5 152.6 | 389.0 | 153.5 | 389.5 | 145.2 | 447.2 165.0 738.8 225.3
dia | 468.0 | 160.9 | 490.1 | 180.4 | 420.3 152.4 | 388.9 | 1529 | 387.5 | 141.9 | 4411 164.7 737.3 225.8
b
462.4 | 160.4 | 484.7 | 181.2 | 418.2 153.3 | 389.2 | 154.1 | 382.6 | 143.9 | 456.1 166.1 736.6 226.1
465.2 | 160.7 | 492.0 | 176.0 | 4184 154.1 390.3 | 153.5 | 383.4 | 141.2 | 451.2 163.9 735.8 225.4
dia | 462.0 | 160.6 | 489.5 | 174.3 | 416.9 152.8 | 389.3 | 153.1 | 379.8 | 140.3 | 454.3 164.0 735.0 222.4
c
464.7 | 160.0 | 4915 | 179.2 | 4175 1525 | 388.7 | 154.0 | 378.2 | 143.6 | 448.8 164.5 738.4 224.6
4634 | 161.0 | 488.3 | 177.8 | 418.1 153.1 390.0 | 153.6 | 381.3 | 141.9 | 4433 161.9 734.5 224.8
6.4 pg/mL
dia | 890.0 | 318.9 | 909.6 | 325.3 | 863.6 | 316.5 | 712.8 | 310.6 | 779.7 | 280.0 | 840.2 315.3 1501.5 | 4424
a
893.2 | 320.5 | 896.2 | 3259 | 855.4 | 315.8 | 713.0 | 312.1 | 775.5 | 284.0 | 845.6 316.0 1499.2 | 450.7
892.1 | 320.1 | 894.1 | 330.9 | 860.3 316.3 7140 | 3116 | 779.6 | 281.3 | 842.9 317.9 1498.2 | 4452
dia | 886.7 | 319.2 | 904.2 | 329.0 | 855.1 316.0 | 710.7 | 312.6 | 765.9 | 286.9 | 844.6 316.2 1499.0 | 4444
b
896.5 | 319.7 | 908.0 | 329.8 | 859.2 316.6 | 712.2 | 310.7 | 769.2 | 289.9 | 855.7 3124 1502.0 | 454.3
889.2 | 320.0 | 888.2 | 325.7 | 8524 | 3184 | 7158 | 312.1 | 766.0 | 283.5 | 850.9 317.7 1507.9 | 444.0
dia | 885.7 | 319.3 | 884.1 | 330.2 | 852.6 | 317.4 | 7134 | 310.6 | 767.4 | 286.6 | 846.0 318.3 1503.5 | 4455
c
880.0 | 320.4 | 883.3 | 3280 | 852.0 | 319.3 | 7124 | 312.0 | 760.9 | 2819 | 839.5 317.8 1497.6 | 4433
883.0 | 319.6 | 889.7 | 325.2 | 853.3 | 320.8 | 7143 | 311.3 | 764.4 | 287.1 | 8457 316.6 1500.6 | 444.8

Datos de area (mAU) obtenidos de la lectura de muestras preparadas en Concentraciones baja: 0.4 pg/mL,
media: 3.2 pg/mL y alta 6.4 yg/mL, y medidas tres dias diferentes a, b y c.
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Tabla 4-31: Exactitud para cada uno de

concentracion.

los métodos evaluados en términos de

Coraz6én (ug/mL) Bazo (ug/mL) Pulmones Rifiones Higado Extremidad Plasma
(Hg/mL) (ng/mL) (ug/mL) (ng/mL) (Hg/mL)
275 321 275 321 275 321 275 321 275 321 275 321 275 321
nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm
0.4 pg/mL
042 | 040 | 042 | 043 0.41 0.41 040 | 040 | 042 | 041 0.41 0.41 0.40 | 0.42
diaa| 040 | 041 | 043 | 043 0.41 0.41 0.40 | 040 | 043 | 041 0.41 0.41 0.40 | 041
041 | 040 | 043 | 042 0.41 0.41 0.40 | 040 | 042 | 0.40 0.40 0.41 0.40 | 041
041 | 040 | 043 | 042 0.41 0.41 0.40 | 040 | 043 | 0.40 0.40 0.42 0.40 | 0.40
diab| 040 | 040 | 042 | 043 0.41 0.41 0.40 | 040 | 042 | 042 0.41 0.41 0.40 | 041
041 | 040 | 043 | 042 0.41 0.42 040 | 040 | 043 | 041 0.41 0.41 0.40 | 041
041 | 040 | 043 | 043 0.41 0.41 0.40 | 040 | 041 | 042 0.41 0.41 0.40 | 0.40
diac| 041 | 040 | 0.42 | 0.42 04.1 0.41 040 | 040 | 042 | 041 0.41 0.41 0.40 | 041
041 | 041 | 043 | 043 0.41 0.41 0.40 | 040 | 0.42 | 0.40 0.41 0.41 0.40 | 041
3.2 pg/mL
334 | 316 | 349 | 3.28 3.25 3.14 322 | 320 | 355 | 3.44 3.31 3.33 3.26 | 3.24
diaa| 3.29 | 3.17 | 3.50 | 3.31 3.25 3.13 321 | 320 | 350 | 3.42 3.37 3.34 325 | 3.25
3.30 | 3.18 | 347 | 3.36 3.25 3.13 321 | 318 | 351 | 3.39 3.31 3.32 325 | 3.25
3.36 | 3.18 | 349 | 342 3.26 3.13 321 | 317 | 350 | 3.31 3.27 3.32 3.25 | 3.26
diab| 3.32 | 3.17 | 3.45 | 343 3.25 3.14 321 | 319 | 3.46 | 3.36 3.38 3.34 3.24 | 3.26
334 | 317 | 350 | 3.34 3.25 3.16 3.22 | 318 | 3.46 | 3.29 3.34 3.30 3.24 | 3.25
332 | 317 | 349 | 331 3.24 3.13 3.21 | 317 | 343 | 3.27 3.36 3.30 324 | 321
diac| 3.34 | 3.16 | 3.50 | 3.40 3.24 3.13 321 | 319 | 342 | 335 3.32 3.31 325 | 3.24
3.33 | 31.8 | 348 | 3.37 3.24 3.14 322 | 318 | 344 | 331 3.28 3.26 323 | 3.24
6.4pg/mL
diaa| 6.57 | 6.36 | 6.32 | 5.99 6.49 6.29 6.38 | 6.36 | 6.81 | 6.47 6.22 6.32 6.43 | 6.39
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6.59 | 6.39 | 6.23 | 6.00 | 6.43 6.27 6.38 | 6.39 | 6.78 | 6.56 6.26 6.34 6.42 | 6.51

6.58 | 6.38 | 6.22 | 6.09 | 6.47 6.28 6.39 | 6.38 | 6.81 | 6.50 6.24 6.38 6.42 | 6.43

654 | 6.36 | 6.29 | 6.05 | 6.43 6.28 6.36 | 6.40 | 6.70 | 6.63 6.25 6.34 6.42 | 6.42

diab | 6.62 | 6.37 | 6.31 | 6.07 | 6.46 6.29 6.37 | 6.36 | 6.72 | 6.70 6.33 6,27 6.44 | 6.56

6.56 | 6.38 | 6.18 | 599 | 6.41 6.32 6.40 | 6.39 | 6.70 | 6.55 6.30 6.37 6.46 | 6.41

6.53 | 6.37 | 6.15 | 6.07 | 6.41 6.30 6.38 | 6.36 | 6,71 | 6,62 6.26 6.38 6.44 | 6.43

diac| 6.49 | 639 | 6.14 | 6.03 | 6.41 6.34 | 637 | 639 | 6.65 | 651 6.21 6.37 6.42 | 6.40

651 | 637 | 6.19 | 598 | 6.42 6.37 6.39 | 6.37 | 6.68 | 6.63 6.26 6.35 6.43 | 6.42

Concentracion calculada de muestras preparadas en concentraciones baja: 0.4 yg/mL, media: 3.2 yg/mL y
alta 6.4 ug/mL, y medidas tres dias diferentes a, b y c.

Para determinar la precisién y exactitud de los métodos se empled la ecuacion generada
en la curva de calibracion para cada caso y se calcularon las concentraciones
correspondientes mostradas en la Tabla 4-31, posteriormente se calcul6 el coeficiente de
variacion y el error relativo para cada caso correspondiente, diferenciandose en ambos

caso la variacion intradia e interdia como se muestra en la Tabla 4-32.

Tabla 4-32: Determinacién de precision (CV,%) y exactitud (ER,%) para cada uno de los
métodos evaluados.

Corazon Bazo Pulmones Rifiones Higado Extremidad Plasma

Parametro
275 321 | 275 | 321 275 321 | 275 | 321 275 321 275 321 275 321

nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm

Baja |0.7 £{05 #|13+|13+|07 {09 +{03+|0.7+|09 +|19 +|05 +|09 £{03 |09
Conc 0.3 0.2 0.5 0.5 0.3 0.4 02 | 01 0.2 0.4 0.1 0.3 0.1 0.2

CV% Media | 0.5+ 02+ |05+|14+|02+|03+|02+|04+|06+|1.0+|13+|06+|02+|03%
interdia | Conc. 0.2 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 0,0 | 01 0.2 0.2 0.4 0.2 0.1 0.2

Alta | 04+|02+|08+|08+|03+|03+|02+(03+(03+x(09+|05+|05+|02+]|08%
Conc 0.2 0.1 04 | 01 0.2 0.2 0.1 | 0.0 0.1 0.2 0.2 0.3 0.1 0.5

06+|04+|09+£|10+|(05+£|03+|02+|04+|07+|11+|06 |04 £|02 £|06=

Dlaa | 94 | 02 |04 02| 03|02 |01|02|04]|05]|03]|01]|00] 04

CV%

. . . 05+ |02+|13+|{12+|05+|08+|03+|{05+(07+|15+|10+|[09+|02+]|08%
intradia | Diab

0.1 0.1 05 | 05 0.3 0.5 01 | 0.2 0.4 0.7 0.6 0.2 0.1 0.6

Diac |04+ |04+ |05+ |13+|02+ |05+ |03+ |04 +|05+ |13+ |07+ |07+ |03+ [06=
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0.2 0.2 03 | 05 0.1 0.3 0.2 | 0.2 0.1 0.3 0.4 0.4 0.1 0.4

Baja |22+ |08+ |65+ [65+|21+|29+|07+|06+|55+|25+| 1.7+ |29+ |09+ |23+
Conc 0.4 0.1 0.3 0.3 0.2 0.4 02 | 01 13 0.4 0.6 0.8 0.2 0.9

ER% Media | 3.9+ 09+ |(89+|50+| 15+ |15+ |04+|05+|86+ |46+ |39+|36+|14+t| 14+
interdia | Conc. 0.5 0.0 0.1 1.2 0.2 0.7 0.0 | 0.2 14 1.8 0.1 0.6 0.2 0.4

Alta 24+ 104+ |27+£|58+|06+|15+|03+|04+|51+|27+|22+|08+x|05+|06=
Conc 0.6 0.0 0.9 0.1 0.4 0.5 0.0 | 01 1.0 0.9 0.5 0.3 0.1 0.3

29+ 07+ |58+ |54+ |15+|19+|06+|04+| 74+ |35+ |26+|24+|1.0+|18=

Dlaa | 04 | 03 | 34| 14| 04|12 | 04| 02| 22| 28] 14| 16| 06| 14
ER% | o\ [30%|07%|60%(60%|14% 22+ |05%|04%|66%|33%|24%(29% |09+ |15+
intradia 14 | 02 | 34| 03| 08 |08 |01 |02| 19| 05| 13| 15| 04| 05
Diac | 27%|08% |64%|59%( 13+ |18+ (05+|05%|52+(30% |29+ (21%|09% |10

12 0.3 26 | 09 11 0.8 02 | 01 18 0.4 0.8 14 0.4 0.8

Resultados obtenidos de la evaluacion de: precision expresada como el promedio del coeficiente de variacion
(CV)z la desviacion estandar del calculado para cada muestra, y exactitud expresada como el promedio del
error relativo (ER) * desviacion estandar del calculado para cada muestra. Ambos parametros fueron
medidos a nivel intradia (muestras preparadas el mismo dia a 3 niveles de concentracion) y a nivel interdia
(muestras preparadas en 3 diferentes dias a un mismo nivel de concentracion).

Con parametros como precision y exactitud se evalla el desempefio del método frente a
resultados reales, para tener certeza que bajo las condiciones utilizadas se obtienen

resultados confiables y veraces.

Estos parametros fueron evaluados usando tres niveles de concentracion (0.4, 3.2y 6.4
ug/mL) en tres dias diferentes. De acuerdo a los resultados obtenidos y mostrados
previamente, para precision y exactitud el CV% fue inferior al 3% y el ER% inferior al 9%
en todos los casos. Es asi como los valores encontrados fueron apropiados para la
validacién del método en las matrices biol6gicas de acuerdo a lo sugerido por las guias
de ICH (ICH 2005) donde se acepta para la precision un CV% < 15% y para la exactitud
un ER% entre el 15% del valor nominal. Aunque se haya obtenido un alto valor del ER %
en bazo e higado comparados con las otras matrices debido a su complejidad, este
hecho es atribuido al rol que ocupan estos 6rganos en el metabolismo de xenobiéticos, y
se encuentra dentro de los limites permitidos por lo tanto fue posible concluir que cada
uno de los métodos evaluados se consideran precisos desde el punto de vista de la

reproducibilidad y exactos en las condiciones usadas.

e. Estabilidad de las muestras
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Fue evaluada en ciclos de enfriamiento — temperatura ambiente y una evaluacién
adicional teniendo en cuenta la permanencia en el automuestreador.

- Enfriamiento — temperatura ambiente

Los datos se presentan como el porcentaje de variacién de las muestras respecto a la

lectura de las muestras recién preparadas tomadas como el 100% (Tabla 4-33).

Tabla 4-33: Evaluacion de la estabilidad de las muestras posterior a tres ciclos de
enfriamiento — temperatura ambiente.

Corazén Bazo Pulmones Rifiones Higado Extremidad Plasma
(ug/mL) (ug/mL) (Wg/mL) (ug/mL) (ug/mL) (Wg/mL) (Wg/mL)
0.4 pg/mL | 275 | 321 | 275 | 321 | 275 | 321 | 275 | 321 | 275 | 321 | 275 | 321 | 275 | 321
nm | nm | nm | nm | nm nm [ nm | nm | nm | nm nm nm nm | nm
a 1.15| 1.06 | 0.16 | 0.82 | 1.70 | 1.80 | 0.44 | 1.04 | 0.99 | 1.16 | 0.35 | 0.51 | 0.91 | 0.67
b 154|118 | 049|041 | 153 | 046 | 0.22 | 0.52 | 0.13 | 0.58 | 0.18 | 0.98 | 0.40 | 0.34
c 134|186 |033|1.60| 0.34 | 1.78 | 0.22 | 0.52 | 2.06 | 1.14 | 0.69 | 0.99 | 0.31 | 0.69
Prome- |1.34|1.37|033|094| 119 | 1.35 | 0.29 | 0.69 | 1.06 | 0.96 | 0.41 | 0.83 | 0.54 | 0.57
dio
desv. 0.20 | 0.43 | 0.16 | 0.61 | 0.74 | 0.77 | 0.13 | 0.30 | 0.96 | 0.33 | 0.26 | 0.27 | 0.32 | 0.20
Estandar
12.8
ug/mL
a 0.55|1.02 |0.60|1.40| 051 | 0.53 | 1.07 | 0.86 | 1.01 | 1.36 | 0.69 | 0.44 | 1.08 | 1.29
b 0.15|1.32 (1.08|1.72| 0.27 | 0.14 | 081|036 | 1.42|1.10 | 1.20 | 0.38 | 1.08 | 1.64
c 0.37 |1.97 |0.84|119| 0.16 | 0.27 | 0.80 | 0.62 | 1.31 | 2.05| 058 | 0.91 | 1.65 | 1.67
Prome- |0.36| 143|084 |1.44| 031|031 |0.89|061|125|150| 0.82 | 0.57 |1.27| 1.54
dio
desv. 0.20 | 0.49 | 0.24 | 0.27 | 0.18 | 0.20 | 0.15| 0.25 | 0.21 | 0.49 | 0.33 | 0.29 | 0.33 | 0.21
Estandar

Los valores estan expresados como el porcentaje de variacion respecto a un 100% tomado de la medida
inicial de las muestras (recién preparadas); a, b, y ¢ son réplicas de cada concentracion.
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- Evaluacion en condiciones del automuestreador: 45 h a 23°C.

Los datos se presentan como el porcentaje de variacion de las muestras respecto a la

lectura de las muestras recién preparadas tomadas como el 100% (Tabla 4.34).

Tabla 4-34: Evaluacion de la estabilidad de las muestras posterior a someterlas a las
condiciones mas parecidas a las reales estando en el automuestreador.

Corazon Bazo Pulmones Rifiones Higado Extremidad Plasma
(Wg/mL) (Wg/mL) (Wg/mL) (Wg/mL) (ug/mL) (Wg/mL) (ug/mL)
0.4pug/mL| 275 | 321 | 275 | 321 | 275 | 321 | 275 | 321 | 275 | 321 | 275 321 | 275 | 321
nm | nm | nm | nm | nm nm | nm | nm | nm | nm | nm nm | nm | nm
a 3.18 | 6.00 | 3.50 | 2.04 | 1.70 | 3.46 | 2.20 | 3.11 | 0.99 | 3.08 | 4.86 | 4.60 | 1.92 | 4.03
b 3.54|180|320|151| 460 | 2.13 |1.33|2.40|0.13|3.86| 3.34 | 1.47 | 2.39 | 3.87
c 339|186 |333(334|344|534|169|4.19|2.06|248| 416 | 2.15 | 1.66 | 2.76
Prome- | 3.37 322 (335|230 3.25| 3.64 |1.74|3.23|1.063.14| 412 | 2.74 | 1.99 | 3.55
dio
desv. 0.18 | 2.41|0.15|0.94| 1.46 | 1.61 | 0.44 | 0.90 | 0.96 | 0.69 | 0.76 | 1.65 | 0.37 | 0.69
Estandar
12.8
pg/mL
a 3.50|205|359|285| 301|353 |1.77|162|230|3.14| 190 | 1.12 | 2.36 | 2.40
b 3.03|132|215317| 229 | 3.14 |152|1.25| 271|278 | 2.40 | 1.07 | 2.05| 2.31
c 213|369 | 4.47 | 2.65| 2.07 | 3.25 | 1.50 | 2.25 | 3.26 | 2.05| 1.79 | 1.33 | 2.63 | 2,91
Prome- | 2.89 | 235 (340|289 | 246 | 331|160 171|276 |266| 203 | 1.17 | 2.35 | 2.54
dio
desv. 0.70 | 1.21|1.17 | 0.26 | 0.49 | 0.20 | 0.15| 0.51 | 0.48 | 0.56 | 0.33 | 0.14 | 0.29 | 0.32
Estandar

Los valores estan expresados como el porcentaje de variacion respecto a un 100% tomado de la medida
inicial de las muestras (recién preparadas); a, b, y ¢ son réplicas de cada concentracion.

Evaluar la estabilidad de muestras de origen biolégico por la complejidad de su

composicion es realmente importante para garantizar que no se altera la respuesta por

condiciones ambientales circunstanciales. De acuerdo a los datos obtenidos se puede

apreciar que ocurrié una ligera variacion tras los ciclos de enfriamiento — temperatura

ambiente inferior al 2% en todos los casos considerandose adecuada de acuerdo a la
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variacién que es aceptada en los ensayos interdia. Con estos resultados es posible inferir
gue las muestras pueden ser almacenadas antes de ser analizadas por CLAE aunque se
recomienda mantener las muestras en condiciones de refrigeracion (4C) siempre y solo
sacar la muestra que se va a analizar con el fin de evitar posibles degradaciones de los

componentes enddgenos de las matrices.

Por otro lado, la evaluacién a condiciones del automuestreador generd una baja variacion
en la respuesta instrumental, aunque mayor a la anterior atribuyéndose a una posible
evaporacion ligera de las muestras por lo que aumentd levemente el area obtenida en
todos los casos, recomendando dejar menos de 80 muestras en el automuestreador para
obtener minimas desviaciones. De todos modos, la variacién es aceptable y se infiere
que bajo las condiciones de trabajo es posible obtener resultados veraces y dentro de los

limites de desviacion permitidos.

4.4 Evaluacion de la biodistribucion de 6MC

Para el desarrollo del estudio de biodistribucion, se hizo una revisién de la literatura
relacionada como se indica a continuacion, con el fin de definir los tiempos de muestreo y
los principales 6rganos a tener en cuenta. De ese modo, los tiempos de muestreo
descritos previamente en la metodologia fueron ajustados basados en trabajos
reportados en la literatura como por ejemplo el estudio de biodistribucion de verde de
indocianina en ratones sanos, entregado de forma libre y desde nanoparticulas, en donde
los tiempos de muestreo tras administracion intravenosa (IV) para la forma libre fueron 5,
10, 15, 30, 45 y 60 minutos y para la forma nanoparticulada fueron 5, 10, 15, 30, 60, 120
y 240 minutos. Los 6érganos seleccionados para el estudio fueron plasma, higado,
rifones, pulmones, corazén y bazo (Saxena et al.,, 2005). También se considero el
estudio de biodistribucion de nanoparticulas preparadas con mezcla de polimeros acido
(poli lactico - co - glicdlico) (PLGA) con polietilenoglicol (PEG) y radiomarcadas con I-
colesterilalanina en ratones; tras administracion intravenosa se realiz6 un s6lo muestreo
a las 3 horas. Los 6rganos analizados fueron higado, bazo, pulmones, musculo, hueso
(femur), intestinos riflones, vejiga urinaria, cerebro y tiroides (Beletsi, 2005). Otro estudio
de biodistribucién fue realizado para dextrano fluorescente en ratones, entregado a
través de nanoparticulas administrado por via intravenosa; los tiempos de muestreo
fueron 0, 30, 60, 120, 240 y 480 minutos y se evaluaron en higado, bazo, pulman, rifién y
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corazén (Upasna, 2000). Recientemente se estudié la biodistribucién del metabolito
activo del antineoplasico Irinotecan entregado desde nanoparticulas de un polimero
modificado y administrado via intravenosa. Los muestreos se hicieron a 1 hora y a las 8
horas luego de la inyeccion. Como o6rganos de estudio se escogieron higado, rifiones,
pulmones y bazo (Ebrahimnejad, 2011).

Con estos reportes, asi como ensayos previos realizados, se decidié trabajar con los
organos: higado, corazén, bazo, rifiones, pulmones, plasma y extremidad. Esta Gltima fue
escogida debido a que la molécula a evaluar, como se menciond previamente, mostré
actividad en el modelo de inflamacién “edema plantar inducido por carragenina” y se
pretendié investigar si 6MC alcanzaba este sitio. A su vez, los tiempos de muestreo
escogidos para la evaluacién fueron 15, 30, 60 y 120 minutos para la evaluacién de 6MC
libre y 15, 30, 60, 120 y 240 minutos para 6MC microencapsulada (6MC—- MP). Para la
evaluacién de la biodistribucion se realiz6 una administracion intraperitoneal de la 6MC
libre y microencapsulada basados en estudios previos en donde se demostr6 la actividad
antiinflamatoria de 6MC por esta via (Vergel, 2010). En la Figura 4-7 se presenta un
ejemplo de lo obtenido por CLAE de una muestra de plasma a los 15 minutos después de
la administracién de 6MC-libre.

Figura 4-7: Cromatograma de muestra de plasma en el estudio de biodistribucion.

T T T T T
5 10 5 20 25 30 min

Encerrado en el circulo se encuentra el pico cromatogréafico de 6MC, evaluacion en plasma 15 minutos luego
de la administracion de la dosis via i.p (200 mg/Kg). a. 275 nm; b. 321 nm.
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Posteriormente, para la presentacién de los resultados obtenidos en la evaluacién de la
biodistribucién, los datos fueron expresados como pg de 6MC / g de tejido entendiéndose
éste Udltimo como cada una de las matrices biolégicas estudiadas. Para plasma

corresponde a ug de 6MC / mL de plasma manteniendo la misma escala.

Como primera medida, en estos resultados se decidid corroborar que la respuesta
obtenida para biodistribucién en las longitudes de onda de estudio presentaran la misma
tendencia. Como se observa en los graficos 4-10 y 4-11, el comportamiento es el mismo
en las 2 longitudes de lectura tanto para la evaluacion de la forma libre como para la
microparticulada respectivamente, por lo que el analisis de los resultados de la

biodistribucién se puede realizar a cualquiera de las dos longitudes de onda.
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Grafico 4-10: Evaluacion de la Biodistribucién de 6MC- libre en ratas Wistar.
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Respuesta obtenida para las 2 longitudes de onda utilizadas.Los datos se reportan como el promedio * la
desviacion estandar de tres determinaciones (n= 3 animales por grupo) después de administracion i.p de 200
mg/Kg.
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Gréfico 4-11: Evaluacion de la Biodistribuciéon de 6MC - MP en ratas Wistar.
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Respuesta obtenida para las 2 longitudes de onda utilizadas, Los datos se reportan como el promedio * la
desviacion estandar de tres determinaciones (n= 3 animales por grupo) después de administracién i.p de 200
mg/Kg.

Por lo anterior, se escogieron los resultados obtenidos a 321 nm para presentar los
resultados del estudio de biodistribucion como se observa en el gréafico 4-13.

De acuerdo al grafico 4-13 fue posible observar que en términos generales la
biodistribucién de 6MC fue extensa en todos los 6rganos evaluados, siendo
predominante en aquellos 6érganos con elevada irrigacion sanguinea como higado,
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corazon, pulmones, bazo y como consecuencia de la captacién por parte del sistema
fagocitico mononuclear (MPS por sus siglas en inglés). Estos resultados son
concordantes con lo que se ha reportado en estudios similares de biodistribuciéon como el
reportado para verde de Indocianina (Saxena et al., 2005) y el reportado para orientina
(Li et al., 2008) en los cuales, el compuesto de interés fue ampliamente distribuido en los
tejidos con abundante suministro de sangre tales como higado, rifién, pulmén y bazo lo
gue implica que su biodistribucion depende del flujo sanguineo o velocidad de perfusion
en estos 6rganos que ademas hacen parte del MPS del organismo, sistema que es

responsable de la eliminacién de particulas extrafias de la circulacién sanguinea.

Es importante resaltar la acumulacion que presenta 6MC en la extremidad desde el inicio
de la evaluacion, justificado por la importante vascularizacion que tiene dicho érgano, al
alcanzar la circulacion sistémica, 6MC es llevada tanto al compartimento central como al
periférico. Por otro lado, al ser una zona altamente lipofilica hace que las moléculas
tengan una menor depuracion desde este sitio, diferente a si estuviera en el
compartimento central donde pueden generarse procesos como metabolismo mas
rapidamente. Es decir que si se hubieran evaluado otros sitios anatémicos periféricos

habria sido muy probable encontrar también 6MC en elevada concentracion.
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Graéfico 4-12: Biodistribucion de 6MC libre y 6MC - MP en ratas Wistar.
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a. 6MC - libre; b. 6BMC- MP, en las diferentes matrices de estudio luego de la administracioén i.p de 200
mg/Kg de peso en ratas Wistar (n=3 por grupo). Resultados expresados en ug de 6MC / g de tejido de los
datos obtenidos a 321 nm.Los datos se reportan como el promedio * la desviacion estandar de tres
determinaciones.
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Gréfico 4-13: Biodistribucion de 6MC libre y 6MC - MP en cada érgano evaluado.
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Los datos se reportan como el promedio * la desviacion estandar de tres determinaciones (n= 3 animales por
grupo).

En términos de concentracién, 6MC-libre presenté un rango entre 1.7 y 17.7 ug/g siendo
las concentraciones mas altas en extremidad e higado y las mas bajas en corazon y
pulmén desde la evaluacién en 15 minutos, mientras que para 6MC-MP en el mismo
tiempo se encontraron concentraciones entre 6.35 y 17.7 ug/g siendo las mas altas en
higado y rifiones y las mas bajas en corazon y plasma. De acuerdo a esto, es posible
inferir que a través de las microparticulas, 6MC se encuentra mas rapido en la circulacion
sistémica y por ende puede distribuirse en los distintos érganos, es posible sugerir que
este sistema de entrega favorece la biodisponibilidad de 6MC. Dicho rango de

concentracion es similar al encontrado en el estudio llevado a cabo con verde de
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indocianina cuyas concentraciones para la forma libre varian entre 0.1 y 2.0 ug/g y para
la forma nanoparticulada entre 0.5 y 5.0 ug/g (Saxena et al., 2005) teniendo en cuenta
gue la dosis inicial fue inferior a la usada en el presente estudio (200 mg/Kg), entonces
es posible inferir que la cantidad de 6MC encontrada en los diferentes 6rganos es
comparable con estudios realizados para otros farmacos dentro de un rango bajo pero

cuantificable.

Para 6MC — MP se evidencié una méxima concentraciéon de 6MC en rifiones desde los
15 minutos seguido de higado y, teniendo en cuenta que en las demas matrices
evaluadas la concentracién disminuye rapidamente, es posible proponer al higado como
principal 6rgano responsable de la metabolizacién-eliminacién de 6MC y los rifiones
como principal 6rgano de excrecion. Esto soportado en la evidencia de que tales 6rganos
son los involucrados en el metabolismo-eliminacién y excrecion que se ha reportado para
cumarina (1,2 benzopirona) evaluado, en dosis de 200mg/Kg en ratas Fisher 344 tras la
formacion de un derivado 3,4 epoxido cumarinico, metabolito mayoritario que por
reacomodacién produce o-hidroxifenil acetaldehido el cual finaliza en acido o-
hidroxifenilacético y/o o-hidroxifeniletanol (Born et al., 2003). Un comportamiento similar
fue reportado posteriormente para cumarina tras una evaluacion in vitro en células de
citosol de ratas Fisher 344 (Vasallo et al., 2004).La elevada acumulacién en higado en
los primeros 15 minutos (maxima concentracion encontrada) sugiere que ocurre una
rapida remocién desde la circulacion sanguinea hacia el higado como ha sido reportado

previamente para otros farmacos en sus estudios de biodistribucion (Saxena et al., 2005).

Respecto a los niveles plasmaticos de 6MC evaluados, se encontré6 que desde la
concentracion maxima alcanzada a los 15 minutos, 4.8 pg/mL para 6MC-libre y 6.4
ug/mL para 6MC-MP, ocurre una rapida remocién de éste hacia los demas érganos
evaluados principalmente los de eliminacibn bien sea la 6MC libre como la
microencapsulada. Sin embargo, es importante resaltar que con el sistema de entrega se
evidencia una liberacién controlada que mantiene concentraciones de farmaco en mayor
cantidad y por mas tiempo que al inicio, puede reflejarse en una mayor actividad
farmacoldgica, mientras que para la forma libre se evidencié una mayor fluctuacion de
6MC en el tiempo. Lo mencionado sugiere que con 6MC — MP se controlan los niveles de
6MC presentes en el organismo hecho que podria verse representado en disminucién de
posibles efectos secundarios y un posible direccionamiento hacia la actividad biol6gica
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deseada como es el objetivo de las investigaciones actuales sobre sistemas de entrega
de farmacos.

A los 120 minutos, para la forma 6MC - libre solo fue encontrada en plasma y en
extremidad en una baja concentracién; en contraste con el sistema 6MC — MP donde adn
se encontr6 6MC en todos los 6rganos evaluados e incluso se mantuvo cuantificable en
casi todos los 6rganos (excepto corazén y bazo) a los 240 minutos después de su
administracién. De acuerdo a éstos resultados fue posible inferir que el sistema de
entrega microparticulado libera controladamente el farmaco prolongando su permanencia
en el organismo y posiblemente sosteniendo el efecto farmacoldgico por mas tiempo.

Asimismo, a los 15 minutos luego de la administracién como se observa en los graficos
4-12 y 4- 13, para el sistema microparticulado se encontré una mayor concentraciéon de
6MC comparado con la forma libre en todos los 6rganos, mientras que 6MC libre
presenta mayor variabilidad en el tiempo como se observa mas claramente en el grafico
4-14.

Comparando cada una de las matrices respecto a la forma de entrega del farmaco, 6MP-
libre y 6MP- MP, es posible evidenciar una mayor uniformidad de dosis dada a través de
6MC-MP (menor dispersion en las concentraciones encontradas en cada uno de los tres
animales evaluados). Este hecho puede ser atribuido a que la suspension de 6MC-MP
administrada es mas homogénea que la de 6MC-libre dado el estado fisico del farmaco
ya que mientras en 6MC-MP se estan administrando microparticulas en las que se tiene
una dispersion molecular de PCL y 6MC, en 6MC-libre se estan administrando cristales

irregulares de 6MC.

Como se observa en el grafico 4-14, con las microparticulas se logra una mayor
uniformidad en la dosis suministrada, que se refleja en una tendencia a la eliminacién de
manera controlada. Es de resaltar que con el sistema microparticulado se evidencia una
mayor acumulacién de 6MC en higado y rifiones respecto a la forma libre lo que se
puede explicar por la cantidad de farmaco disponible en el organismo y que esta listo
para ser eliminado bien sea mediante metabolismo y/o excrecién directa. EI mismo
comportamiento fue reportado para la biodistribucion del verde de Indocianina, donde las

concentraciones en rifiones desde la forma nanoparticulada son aproximadamente el
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doble de las encontradas de la forma libre de igual modo que en higado pulmén corazén

y bazo (Saxena, et al., 2005).

Es posible inferir gue mediante el uso del sistema microparticulado se mejor6 la entrega
de 6MC, evidenciado por una acumulacién casi tres veces mayor comparada con la
entrega libre de éste, por lo que, si se disminuye la dosis en 6MC - MP posiblemente
sean alcanzados los mismos efectos farmacoldgicos deseados y encontrados por Vergel
en la evaluacion de la actividad antiinflamatoria (Vergel, 2010), es posible también que se

disminuyan los efectos secundarios y/o no deseados de ésta.

4.5 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de 6MC — MP

El modelo usado para evaluar la actividad de 6MC fue el de edema plantar inducido por
carragenina el cual se caracteriza por ser un modelo de inflamacién aguda y que ha
demostrado ser altamente predictivo para la actividad antiinflamatoria de un farmaco en
la enfermedad inflamatoria humana (Winyard, 2003). Esta dirigido a farmacos que actien
sobre la sintesis de prostaglandinas, antiinflamatorios no esteroideos e inhibidores de la
COX (Winyard, 2003). Concretamente, carragenina causa una respuesta inflamatoria en
tres fases. Una inicial mediada por la liberacién de histamina y 5-hidroxitripatamina; una
segunda fase mediada por la liberacién de bradicinina y una fase final mediada por una
produccion local de prostaglandinas, especialmente de la serie E, la migracion celular de
polimorfos nucleares que comienza 2 horas después de la administracion de carragenina
(Olajide et al., 1999; Winyard, 2003).

Para este modelo, el maximo de inflamacién en el grupo control fue observado entre las 3
y 9 horas después de la administracion subplantar de carragenina como se observa en
el Grafico 4-15, teniendo en cuenta que fueron resultados similares a los obtenidos en
trabajos previos (Aragén et al., 2010) para microparticulas del antiinflamatorio naproxeno.
En el Gréafico 4-15 es posible observar que 6MC-libre presenta una importante actividad
antiinflamatoria en términos de la disminucién del volumen de la pata inflamada
principalmente entre las horas 3 y 5 mientras que 6MC-MP presenta una actividad
superior desde la primera hora manteniendo muy bajo el volumen de la pata y se

mantiene hasta las 24 horas evaluadas en este modelo.
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Grafico 4-14: Evaluacion de la actividad de 6MC libre y 6MC — MP en el curso temporal
del edema plantar.
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Resultados expresados como la media aritmética + desviacion estandar (n = 6 animales por grupo), seguido
de un Test de Bonferroni, *** p <0.001 respecto al grupo control y **# p <0.001 respecto al grupo 6MC - libre.

En términos de porcentaje de inhibicion del edema se encontr6 que para 6MC — libre el
maximo de actividad antiinflamatoria se ubicé entre las 3 y las 5 horas posterior a la
administracién de la carragenina, con porcentajes de inhibicion del 30 y 40%
respectivamente, como se observa en el Grafico 4-16. Después de 7 horas de
tratamiento dicho porcentaje cae hasta el 4% hacia las 24 horas, momento en donde ya
no existe el efecto antiinflamatorio y no hay diferencia estadisticamente significativa con
el grupo control.
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Grafico 4-15: Inhibicion de la inflamacion de 6MC libre y 6MC — MP en el modelo de
edema plantar por carragenina.
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Por otro lado, se observa que para 6MC — MP desde la primera hora se obtiene una
significativa actividad antiinflamatoria mostrando un porcentaje de inhibicion del 56% y
posteriormente entre las 3 y 7 horas se evidencié un maximo porcentaje de inhibicion por
encima del 70% e incluso 24 horas después del tratamiento se observé un efecto
antiinflamatorio con 46% de inhibicién Es notorio también que la actividad se mantiene
sostenida en el tiempo sugiriendo una liberacién controlada que depende de la
degradacién del polimero el cual en estudios previos se ha demostrado que exhibe una
cinética de degradaciéon no enzimatica de orden cero (Woodruff y Hutmacher, 2010).
Resultados similares han sido reportados para otros antiinflamatorios como diclofenaco
del cual se desarrollaron sistemas microparticulados los cuales no sélo mejoraran su
efecto antiinflamatorio sino que disminuiran considerablemente la actividad ulcerogénica

que es causado por la forma libre (Barakat y Ahmad, 2008).

La actividad inicial (1h) es atribuida a una dosis de carga liberada desde las
microparticulas a causa del denominado efecto “burst” (relacionado con el farmaco
adsorbido en la superficie de las particulas). Esto se tradujo en un efecto, casi triplicado,
de la inhibicién de la inflamacién comparandolo con 6MC-libre. Asi mismo, es importante
resaltar que los altos niveles de concentracion de 6MC encontrados en extremidad en el
estudio de biodistribucion se relacionan significativamente con la actividad

antiinflamatoria y posiblemente tenga relacion con el mecanismo de accién en el sitio
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donde se origina la inflamacién. En este caso podria estar implicado en la fase final de la
respuesta inflamatoria, en la inhibicion de la produccion local de prostaglandinas via
cicloxigenasa y/o por la produccion de leucotrienos como se evidencid en trabajos
previos para otras cumarinas simples como umbelifenona (7-hidroxicumarina), esculetina,
fraxetina, dafnetina entre otras, que in vitro demostraron inhibir la produccion de
lipoxigenasa, e in vivo inhibieron la formacion del acido 5- hidroxieicosatetraenoico (5-
HETE), precursor de la sintesis de leucotrieno A, (Kontogiorgis y Hadjipavlov-Litina,
2005).

Respecto a la actividad aintiinflamatoria de 6MC—-MP casi del doble frente a 6MC- libre,
puede estar relacionada con lo evaluado en la biodistribucion, donde se evidencio
significativas diferencias en la cantidad de ingrediente activo desde las dos formas
evaluadas, explicado igualmente por la baja solubilidad de 6MC que dificulta la absorcién
del farmaco para alcanzar la circulacion sistémica haciendo que la velocidad de
absorcion sea lenta a pesar de que la zona intraperitoneal tenga una alta irrigacion
sanguinea. Por el contrario, las microparticulas son un sistema de entrega de farmaco
gue involucra una dispersion molecular de 6MC en el polimero lo que no necesariamente
mejora la solubilidad del farmaco pero si mejora la velocidad de disolucién (Barakat y
Ahmad, 2008), de este modo mejora la velocidad de absorcién y por ende promueve su

actividad antiinflamatoria.

A las 5 horas del estudio se hizo un muestreo de los animales en tratamiento para
evaluar la cantidad de 6MC presente en el organismo en términos de la bidistribucion. Se
escogio este tiempo teniendo en cuenta la maxima respuesta a la carragenina del grupo
control y la maxima actividad antiinflamatoria del farmaco. A este tiempo sélo se encontré
6MC en la extremidad y aunque en una baja concentracion, la de 6MC — MP fue casi tres
veces superior a la de 6MC - libre como se muestra en el Grafico 4-17, lo que se
relaciona adecuadamente con lo encontrado respecto a la actividad antiinflamatoria.
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Gréfico 4-16: Concentracion de 6MC en la extremidad de ratas Wistar que cursan un

proceso inflamatorio.
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Los resultados se muestran como el promedio + la desviacion estandar de tres determinaciones

(n=tres animales por grupo). Datos obtenidos 5 h después de realizado el tratamiento.



5.Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se logré implementar una técnica analitica y validar las metodologias por CLAE para
evaluar la biodistribucién de 6-metilcumarina en plasma y otros tejidos de importancia,

mediante deteccién UV a 275 y 321 nm en una columna C — 18 en fase reversa.

Se evalud la biodistribucién de 6 — metilcumarina en ratas Wistar como modelo animal
cuando es administrada desde una forma libre y desde una forma microencapsulada,
encontrando que se distribuye ampliamente en todos los o6rganos estudiados

principalmente en los que presentan mayor irrigacion.

Se evalué el efecto de la microencapsulacion de 6-metilcumarina tanto en la
biodistribucion como en la actividad antiinflamatoria, encontrando que las
concentraciones obtenidas fueron superiores a la forma libre en todos los casos y

reflejado en una mayor y sostenida actividad antiinflamatoria.

Se logro verificar el efecto antiinflamatorio de 6 - metilcumarina desde la forma libre y la
forma microencapsulada y se demostr6 que a través del sistema de entrega
microparticulas se mejora eficientemente la actividad de la misma en el modelo utilizado.

Se logro obtener informacion que contribuye a ampliar el perfil farmacolégico de 6MC
como molécula promisoria con actividad antiinflamatoria.
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5.2 Recomendaciones

Evaluar de la biodistribuciéon de 6-metilcumarina desde una administracion oral con el fin

de verificar el efecto de primer paso sobre esta.

Identificar de los metabolitos generados en el organismo para entender mejor el proceso
de biotransformacion luego de la administracion de 6-metilcumarina.

Evaluar el perfil farmacocinético de 6-metilcumarina con el fin de obtener mayor

informacién acerca de la molécula con promisoria actividad antiinflamatoria.

Estudiar otros posibles mecanismos de accion, relacionados con la ruta de &acido
araquidonico, por el cual 6-metilcumarina ejerce su actividad antiinflamatoria.
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