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RESUMEN

La perezona en una p-benzoquinona sesquiterpénica, aislada de las raices de
las plantas del género Pereziae (Acourtia). En la medicina tradicional mexicana
el cocimiento de las raices de estas plantas ha tenido usos como: laxante,
antiparasitario y antitumoral.

Se han realizado diversos estudios sobre la actividad biolégica de la molécula,
de los realizados en animal integro, se ha observado un efecto cardioprotector
durante la reperfusion para la rata cuando se le ha producido isquemia
cardiaca, asi mismo en un estudio sobre presion arterial en rata anestesiada
se observé hipotensién y bradicardia. También se le ha estudiado ampliamente
desde el punto de vista quimico, tanto a nivel nacional como internacional y
aun hoy en dia siguen apareciendo datos en la literatura, acerca de plantas
que contienen el compuesto.

Si bien es cierto que se ha encontrado actividad biolégica de la perezona tanto
“in vivo”, “in vitro”, como a nivel de organelo celular, aun no existen en la
literatura cientifica reportes de un método analitico que permita cuantificar los
niveles plasmaticos de la perezona en rata, lo que haria posible realizar
estudios de farmaco-toxicolégicos.

En el presente trabajo se desarrollé y validé un método por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién (HPLC), empleando una columna de fase reversa
C1s y como fase movil una mezcla de acetonitrilo: buffer de acetato de amonio
0.05M pH 3.5 (70:30 v/v). La deteccion del compuesto se realiz6 mediante un
detector de arreglo de diodos a una longitud de onda de 400 nm.

El aislamiento del compuesto se realiz6 a partir de una micromuestra de
sangre total, la cual se extrajo con acetato de etilo, evaporando el disolvente
por calentamiento en bafno de agua a 50+2° C bajo fuente de nitrégeno. Para la
cuantificacion por HPLC, el residuo se reconstituydo con 50 uL de etanol
absoluto.

La curva de calibracion presento linealidad en un rango de 20-200 pg/mL con
un coeficiente de determinacion de 0.99 y un limite de cuantificacion de 3.125
pMg/mL. Se emplearon 3 puntos de control bajo, medio y alto, encontrando una
Desviacion Estandar Relativa (DER) < 15 %, tanto para la variabilidad intradia
(repetibilidad), como para la variabilidad interdia (reproducibilidad), cumpliendo

con los parametros de validacion que establece la Norma Oficial Mexicana.
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En conclusion el método es sencillo, preciso y exacto, por lo tanto es un
método util para cuantificar niveles plasmaticos de la perezona en sangre de

rata, por lo que puede ser utilizado en estudios farmacocinéticos.
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I. INTRODUCCION

Desde sus inicios el hombre ha buscado en la naturaleza respuestas a sus
problemas de salud, tomando elementos de aquella para prevenir
enfermedades o bien para el restablecimiento de la salud. Asi, desde la época
prehispanica, han sido las plantas la base de la medicina tradicional mexicana.
Las culturas de Mesoamérica tenian un amplio conocimiento de la herbolaria,
en la que fundamentaban su medicina, que era practicada por los chamanes,
médicos y/o sacerdotes, los que mezclaban la practica médica con rituales
magico-religiosos (Baytelman, 1993). A la llegada de los espafioles al Nuevo
Mundo, éstos se sorprendieron del uso de las plantas medicinales para tratar
las enfermedades. El reporte mas importante, del uso de las plantas
medicinales de aquellos tiempos en nuestro pais, es el Cdodice de la Cruz-
Badiano (Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis), escrito en 1552 por Martin
de la Cruz y traducido al Latin por Juan Badiano, donde recoge los
conocimientos meédicos de esta cultura precolombina (Rzedowski, 1981).

Otro reporte sobre plantas medicinales, es la “Historia General de la Nueva
Espana” de Fray Bernardino de Sahagun. Estos conocimientos empiricos han
sido tradicionalmente transmitidos durante siglos por los indigenas de los 56
grupos étnicos de nuestro pais y muchos de ellos aun persisten hasta nuestros
dias (Rzedowski 1981).

En 1890, en México se crea el Instituto Médico Nacional, dedicado al estudio
cientifico de las plantas medicinales (Gémez-Pompa, 1993). La biodiversidad
en México representa el cuarto lugar a nivel mundial, con mayor variedad de
plantas y diferentes ecosistemas lo que permite estudiar una gran diversidad
de plantas, siendo consideradas como un recurso natural, abundante, barato y
facil de conseguir.

Particularmente en el estado de Michoacan, el Instituto de Investigaciones
Quimico-Bioldgicas (I.I.Q.B.) de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo, desde su creacion en el afio de 1976, se ha enfocado entre otros
proyectos a la obtencidén de principios activos de las plantas medicinales de la

region (Anuario del 1.1.Q.B., 1986); entre éstas se encuentran las plantas del
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género Perezia (género que actualmente recibe el nombre de Acourtia), de la

familia de las compuestas, de las cuales se aisl6 la perezona.
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Il. ANTECEDENTES

1. Perezona

La perezona es una benzoquinona sesquiterpénica natural (Figura 1), obtenida
de las plantas del género Perezia (Acourtia) y Junguia. Fue aislada
originalmente en 1852 de las raices del pipitzahoac (voz Nahuatl de la planta)
por el Doctor Leopoldo Rio de la Loza, quien la llamé Acido Pipitzahoico
(Ramirez, 1894; Joseph-Nathan, 1968, 1974).

OH  CH,

H,C CHy
Figura 1. Estructura de la perezona [2-(1,5-dimetil-4-hexenil)-3-hidroxy-5-

metil-1,4-benzoquinona] (Walls y col., 1965).

1.1. Propiedades fisicoquimicas

La estructura quimica fue establecida por Fernando Walls y col., 1965, se
presenta en forma de cristal, color amarillo-naranja con punto de fusion de
102-103° C (Enriquez y col.,, 1980), con un rendimiento de 5 a 6.5%
(Altamirano, 1905; Enriquez y col., 1980) cuando se extrae del rizoma de la
planta, tiene un pKa de 7.08, es altamente soluble en disolventes organicos
(hexano, cloroformo, etc.) y practicamente insoluble en agua.

Este compuesto ha sido ampliamente estudiado, desde el punto de vista
quimico, tanto a nivel nacional como internacional (Guo y col., 2005; Frontana
y col., 2004; Bautista-Martinez y col., 2004; Aguilar-Martinez y col., 2001,
Huipe-Nava y col., 2000; Burguefio -Tapia y col., 2000; Sanchez y col, 1985).
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1.2. Usos en Medicina tradicional
En la medicina tradicional mexicana, la decoccion de las raices del pipitzahoac
(vocablo Nahuatl para dicha planta) ha tenido usos como laxante,

antiparasitario, antitumoral y emético (Martinez, 1969).

1.3 Actividad biolégica
Se encuentran descritos estudios desde muy diversos puntos de vista, a
continuacion se describen los estudios biolégicos mas importantes realizados
por diferentes grupos.

a) Estudios en animal integro
Se reporto la dosis letalsp de la perezona (IP) en rata macho (23.9 mg/Kg) y
ratdbn macho (44.2 mg/Kg) (Alcantara, 1981). A nivel cardiovascular a una dosis
dentro del rango toxico en rata anestesiada se observé un efecto hipotensor y
bradicardia (Vidrio y Alcantara, 1992).

b) Estudios “in vitro”
En estudios previos se ha demostrado que la perezona afecta la actividad
contractil de ileén aislado de rata (Enriquez y col., 1980), a concentraciones
bajas incrementa la contraccion muscular, debido a un efecto sobre la
membrana y/o una accién sobre los almacenes de calcio intracelular (Garcia y
col., 1995).
. También se ha sugerido que bloquea el flujo de calcio hacia la célula del
musculo liso uterino (Perrusquia y col., 1991). Se observé un efecto relajante
sobre el musculo liso vascular de aorta toracica precontraida con histamina,
noradrenalina y a concentraciones altas de K* (Garcia y col., 1992).

c) Estudios en mitocondria
Se demostré que la perezona interfiere en el transporte electrénico en
mitocondrias de higado de rata; actividad debida a la gran similitud estructural
que presenta con la ubiquinona (Coenzima Q10) (Carabez, 1988), enzima que
transfiere electrones hacia la cadena respiratoria, desde el complejo | (NADH)
y el complejo Il (succinato) (Mathews, 1998). Esta actividad de la perezona fue
demostrada también en levaduras mutantes deficientes de CoQ (Carabez,
1988). Ademas inhibi6é la captura de Ca?* por la mitocondria de la corteza

adrenal de la rata (Cuéllar y col., 1987).
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d) Efecto antiparasitario
Presenta efecto tripanosomicida sobre Tripanosoma mega y Critidia fasciculata
(Molina-Portela y col., 1991, De Pahn vy col., 1988).

e) Efecto antiagregante plaquetario
La perezona es capaz de inhibir la agregacion de plaquetas humanas (De la
Pefay col., 2001).

f) Efecto cardioprotector
Este efecto fue observado cuando se implementd un modelo experimental en
rata albina, donde se ocluyeron los vasos que irrigan el corazon,
posteriormente se administr6 perezona observandose una reduccion en la
incidencia de arritmias cardiacas y caida de la presién arterial (efecto
cardioprotector), durante el proceso de la reperfusion (Téllez y col., 1999;
Chavez, 2004).

g) Modelo Experimental
Recientemente se le ha propuesto como un modelo para evaluar la eficacia de

farmacos analgésicos (efecto nociceptivo) (Guevara y col., 2004).

Por los reportes antes mencionado se conoce la actividad biolégica de la
perezona, sin embargo en la actualidad no existen datos referentes a los
niveles plasmaticos de la perezona que serian de gran utilidad para el mejor

conocimiento del comportamiento a nivel bioldgico de esta sustancia.

2. Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

La HPLC fue desarrollada durante los ultimos anos de la década de los afos
60’s y los primeros afos de los 70°s. Hoy en dia es ampliamente utilizada en la
separacion y purificacion de mezclas de compuestos en areas tan diversas
como en las industrias farmacéutica, biotecnoldgica, alimenticia, de polimeros,
asi como en el estudio y control del medio ambiente (Quatrocchi, 1992).

La HPLC se realiza mediante la inyeccion de una pequefia cantidad de

muestra en solucion hacia una corriente de liquido movil (fase movil).
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El instrumento esta constituido por: los reservorios para la fase movil, las
bombas, el inyector, la columna de separaciéon considerada “el centro del
aparato”, el detector, y un sistema de monitoreo de la solucion que emerge de

la columna y el sistema de registro del proceso cromatografico (Figura 2).

Bezer
voxio
Filiro |5 - |
r'.‘
Bomba »
2
.-'J ¥
Inyector & \Gumda
b cohomma
”
Cohmmma ¥ /.
] o Deshe
chos

i
/! a Ly
’ ﬁ
Detector  Sistemna de regisro

Figura 2. Representacion esquematica del sistema
cromatografico

Como resultado del analisis cromatografico se obtienen dos productos: el
grafico o cromatograma (Figura 3), que relaciona la respuesta del sistema
cromatografico con base en la concentracion del soluto en funcion del tiempo
de elucion; el eluido o eluato, que es el fluido proveniente de la columna que,
de recolectarse en forma secuencial o escalonada, contiene la fase moévil e,
idealmente los componentes de la muestra separados.

La separacién en HPLC, esta basada en la interaccion y particién diferencial

de la muestra entre la fase mévil y la fase estacionaria.

2.1. Composicioén de la fase mévil. Elucién isocratica y gradiente

En HPLC isocratico (la composicion de la fase moévil no cambia en el
transcurso de la corrida analitica), el analito es forzado a pasar a través de la
columna por bombeo de la fase movil a alta presidn y es retardada por
interacciones quimicas especificas con la fase estacionaria, ademas depende
de la naturaleza del analito, de la composicion de la fase movil y asi como de

la composicion de la fase estacionaria.
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Con frecuencia, la eficacia de la separacion se aumenta empleando un
gradiente de elucion. En este caso se utilizan dos o tres sistemas disolventes
con una polaridad significativamente distinta y varia la relacion de los
disolventes en forma programada, generalmente incrementando el disolvente

con mayor gradiente de elucion (Skoog, 2001).

2.2. Influencia del tamaio de particula del soporte de la columna

La resolucion de la cromatografia de liquidos mejora al disminuir el tamafio de
particula de la fase estacionaria. La eficacia de una columna empaquetada
aumenta al disminuir el tamano de las particulas de la fase estacionaria. El
tamano tipico de las particulas en HPLC es de 3-10 ym. Si el soluto puede
difundirse con rapidez entre las fases mévil y estacionaria, la altura equivalente
de un plato tedrico (HETP) disminuye y con ello la eficiencia de un tramo dado
de columna aumenta. Entre mas pequefas son las particulas, mayor es el
nuamero de platos. Una razoén por la cual las particulas pequefas originan
mejor resolucién es que permiten un flujo mas uniforme a través de la columna,
reduciendo asi el término de camino multiple (A) de la ecuacién de van
Deemter. Otra razén es que el camino que debe recorrer el soluto en su
difusién en la fase movil que hay entre las particulas es del orden del tamafio
de las particulas. Entre mas pequefias son las particulas, menor es la distancia
en la que debe difundirse el soluto en la fase movil. Este efecto disminuye el
término C de la ecuacién-de van Deemter, correspondiente al tiempo finito de
difusion.

El precio de utilizar particulas muy finas es la resistencia al flujo. Por tanto, es
necesario emplear alta presion para forzar el paso del liquido a través de la

columna (Harris, 2001).

2.3. Solventes

La fase movil en HPLC cumple un papel fundamental, ya que puede por si
misma modificar completamente la selectividad de las separaciones en fase
normal y es, a la vez, el verdadero “motor” en la fase reversa. Teniendo en
cuenta que el detector de HPLC mas utilizado es el espectrofotométrico es
habitual elegir un solvente “transparente” a la longitud de onda de trabajo. Esta

transparencia puede evaluarse por la longitud de onda de corte Ac, es decir, la
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longitud de onda a la cual la absorbancia del solvente, en una cubeta de 10
mm de paso 6ptico, es igual a la unidad de absorbancia empleando aire como
referencia (ver Tabla 1)

Los solventes empleados en esta técnica cromatografica deben ser de alta
pureza, esto con el fin de no degradar las columnas y evitar el ruido en el
detector, ademas deben ser desgasificados para eliminar la produccién de
burbujas. Los solventes mas comunmente empleados son: agua, acetonitrilo
(AcN), metanol (MeOH), y tetrahidrofurano (THF), los cuales se pueden
emplear en forma individual o bien como mezclas entre ellos, logrando con ello
mejores separaciones, al variar la proporcion y composicion de los solventes
(Quatrocchi, 1992).

Tabla 1. Serie eluotrépica y longitudes de onda de corte en el
ultravioleta (UV) de los disolventes, en cromatografia de adsorcién

sobre silice
Disolvente Fuerza eluyente A (nm)
Pentano 0,00 190
Hexano 0,01 195
Heptano 0,01 200
Triclorotrifluoroetano 0,02 231
Tolueno 0,22 284
Cloroformo 0,26 245
Diclorometano 0,3 233
Eter dietiico 0,43 215
Acetato de etilo 0,48 256
Eter metil t-butilico 0,48 210
Dioxano 0,51 215
Acetonitrilo 0,52 190
Acetona 0,53 330
Tetrahidrofurano 0,53 212
2-Propanol 0,60 205
Metanol 0,70 205

El corte en el ultravioleta del agua es 190 nm.

FUENTES: L. R. Snyder en High-Performance Liquid Chromatography
(C. Horvath, ed.), Vol. 3 (New York: Academic Press, 1983); Burdick &
Jackson Solvent Guide, 3a ed. (Muskegon, MI: Burdick & Jackson
Laboratories, 1990.) Tomado de Harris, 2001
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2.4. Cromatografia de liquidos de fase reversa (RPLC)

En este tipo de cromatografia la fase estacionaria es menos polar que la fase
movil. La retencion es el resultado de la interaccion de los componentes no
polares de los solutos y de la fase estacionaria no polar. Se emplean
basicamente dos tipos de fases estacionarias: la mas comun es enlazar grupos
no polares en la silica gel (tratadas con RMe,SiCl), tales como: -CH3, -CgH17,
-C1gHs7 y de estos la cadena (R) de 18 carbonos (CisHsz) es la mas
comunmente usada. El segundo tipo de fase estacionaria empleada en
cromatografia de liquidos de fase reversa estd compuesta por grupos de
polimeros organicos (poliestireno y divinilbenceno) (Rubinson, 2001).

El valor del pH de la fase movil es un parametro critico en la retencion de
solutos ionizables, y en algunos casos debe controlarse rigurosamente. El pH
de una solucién acuosa aumenta cuando se adiciona un modificador organico.
Ademas se debe de tener en cuenta que a valores de pH mayores a 7.5 se
disuelve la silice de base de las columnas y a valores de pH menores a 2,
debido a que se hidroliza la unién entre la silice y la fase enlazada (union
siloxano) (Quatrocchi, 1992).

Los solventes son mezclas polares de solventes organicos (metanol,
acetonitrilo) con agua, a los que se podra agregar aditivos, como sales
inorganicas, organicas, mixtas. La fuerza eluotrépica (fuerza con la que
interacciona con el analito) del solvente aumenta por la adicion del solvente
menos polar (Harris, 2001). A mayor proporciéon del modificador organico
corresponde menor capacidad retencion (k') y a mayor proporcion de agua,
mayor capacidad retencion.

Los solventes de mayor empleo en RPLC son, ademas del agua, el metanol, el
acetonitrilo y el tetrahidrofurano (Quatrocchi, 1992).

La HPLC de fase reversa es adecuada para separar mezclas de compuestos

organicos neutros o bien compuestos con carga y de bajo peso molecular.

2.5. Parametros cromatograficos

En la figura 3 se muestra un cromatograma caracteristico de separacion de
dos componentes de una mezcla (A y B). La cromatografia como cada rama de
la ciencia quimica tiene un lenguaje particular, la cual se va a enumerar y

describir a continuacion:
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Figura 3. Cromatograma caracteristico de una mezcla de dos

componentes (A 'y B).

2.5.1. Tiempo de Retencion (tr)
Es el tiempo que transcurre entre el momento de aplicacion de la muestra
hasta que el pico de concentracion del analito alcanza su maximo de deteccion

por el sistema.

2.5.2. ty

Es el tiempo que le toma a la especie no retenida pasar a través de la columna
y alcanzar el detector. La velocidad de migracién de la especie no retenida
coincide con la velocidad promedio del movimiento de las moléculas de la fase
movil (Skoog, 2001).

2.5.3. Factor de retencion K~
También llamado “factor de capacidad”, describe la velocidad de
desplazamiento del analito sobre la columna. Se puede calcular de la siguiente

manera para el analito A

k|A=tR-t|v|/t|v|

El factor de retencién “ideal” de un analito es entre 2 y 10 (Skoog, 2001).
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2.5.4. Factor de separacion (selectividad) a
Es el cociente entre los factores de retencion o de capacidad (K’) de un par de
picos. Describe la separacién entre dos especies (A y B) sobre la columna,

bajo ciertas condiciones experimentales.

(X=k'BIk'A

Donde K'g es el coeficiente de retencion de la especie mas retenida.
Cuando no existe separacion, a es igual a la unidad, y su valor aumenta

cuando aumenta la separacion.

3. Validacién

Criterios y requisitos para el analisis quimico de muestras biolégicas de una
prueba de bioequivalencia o biodisponibilidad. NORMA OFICIAL MEXICANA
NOM-177-SSA1-2004. SECRETARIA DE SALUD

3.1. Validacion de métodos analiticos.

La validacion de los métodos analiticos es el establecimiento de la evidencia
experimental documentada de que un procedimiento analitico conducira, con
alto grado de seguridad a la obtencion de resultados precisos y exactos, dentro

de los atributos de calidad previamente establecidos.

Todos los métodos analiticos empleados para la cuantificacion de muestras
bioldgicas de un estudio de bioequivalencia deben ser validados en el sitio de
analisis y para el propodsito, independientemente si son metodologias
desarrolladas por la unidad analitica o se adquieren comercialmente, como es

el caso de los métodos basados en técnicas inmunoldgicas u otras.

3.1.1. Se debera contar con una descripcion detallada del método analitico a
seguir, en el que se deberan establecer los criterios de aceptacion y rechazo
de cada una de las etapas de la experimentacion y sustentarlas

cientificamente.
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3.1.1.1. Al preparar las soluciones patron del farmaco en la matriz biolégica, el
volumen de disolvente no debera exceder el 5% de volumen de fluido

empleado para preparar cada concentracion.

3.1.1.2. En el caso de emplear un estandar interno, se determinara el recobro

de éste utilizando el mismo método analitico que para la sustancia de interés.

3.1.1.3. Cuando se obtengan concentraciones por encima del intervalo, la
muestra podra diluirse de modo que quede contenida en el intervalo de trabajo

previamente establecido.

3.1.2. Las curvas de calibracion y los puntos de control de calidad se deberan

preparar en la misma matriz bioldgica que las muestras a analizar.

3.1.3. Una vez establecidas las condiciones analiticas, la validacion del método

debera incluir como minimo los parametros que se describen a continuacion:

3.1.3.1. Selectividad, es la capacidad de un método analitico para diferenciar
y cuantificar el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos que

pudieran estar en la muestra.

Se establece la selectividad del método al analizar muestras blanco de la
matriz biolégica de por lo menos seis donadores. Evaluar en cada uno de los
blancos, el método contra posibles interferencias en la concentracion mas baja
de la curva de calibracion (p. ej. Compuestos endoégenos de la matriz bioldgica,
anticoagulantes, Metabolitos en su caso y cualquier otro farmaco administrado
de manera concomitante). No deben existir interferencias en la cuantificacion

del compuesto por analizar.

3.1.3.2. Curva de calibracion: es el conjunto de concentraciones que

describen el rango en el cual se cuantifica el compuesto por analizar. La cual
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se debera establecer en funcién a las concentraciones esperadas del
compuesto a analizar durante el analisis de las muestras. Se puede
caracterizar por uno o mas intervalos constituidos al menos por cinco
concentraciones distintas cada uno sin incluir las muestras blanco, siempre y
cuando contengan puntos intermedios en comun e incluyan el limite de
cuantificacion y concentraciéon maxima de la curva de calibracion. Se debera
definir un modelo que describa adecuadamente la relacion entre la
concentracion y respuesta. Esta relacion debe ser continua y reproducible en

el intervalo de trabajo de la curva de calibracion.

3.1.3.3. Recobro absoluto: se le llama asi a la eficiencia de un método
analitico para cuantificar el o los compuestos por analizar en la muestra
bioldgica.

El recobro absoluto se debera analizar al menos por triplicado, un minimo de 3
concentraciones conocidas (baja, media y alta --puntos control--) del o los
compuestos por analizar en la matriz biolégica. Comparar estos resultados con

la respuesta obtenida de los puntos control en solucién.

Para calcular el porcentaje de recobro, dividir la respuesta obtenida de los
puntos control en la matriz biolégica entre la respuesta de los puntos control en

solucion y multiplicarlo por 100.

El porcentaje de recobro no debera ser necesariamente del 100%, pero debera
ser consistente, preciso y reproducible en todo el intervalo de la curva de

calibracion.

3.1.3.4. Limite de cuantificacion: el limite de cuantificacion es Ila
concentracion mas baja del compuesto que puede cuantificarse cumpliendo

con la precision y exactitud establecidas en el método.

Se establece al analizar por quintuplicado la concentracion mas baja de la
curva de calibracion. Se considera que el punto tiene validez como limite de
cuantificacion, si su valor promedio cae dentro del +20% del valor nominal con

un coeficiente de variacion no mayor que 20% para métodos cromatograficos.
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Para métodos inmunoldgicos debe considerarse +25%. Otros criterios distintos

a eéste, deben ser justificados.

3.1.4. Precisidn: expresa el grado de concordancia o de dispersion entre
resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea del

producto, se evalua como repetibilidad y reproducibilidad.

3.1.4.1. Repetibilidad: expresa la precision de un método analitico vy la
variacion dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones

independientes realizadas en las mismas condiciones de experimentacion.

Se determina al analizar en un mismo dia por quintuplicado, un minimo de tres
concentraciones conocidas: baja, media y alta del o los compuestos por
analizar en la matriz biolégica. Estas concentraciones deben ser diferentes a
las de la curva de calibracidn y deben estar incluidas en la curva de
calibracion. El coeficiente de variacion no debe ser mayor que el 15% en
métodos cromatograficos; en los métodos inmunolégicos, no debe ser mayor
que el 20%. Cuando se cuantifiquen muestras en un estudio de
bioequivalencia con métodos inmunoldgicos se analizaran las muestras por

duplicado.

3.1.4.2. Reproducibilidad intralaboratorio: es la precision de un método
analitico que expresa la variacibn obtenida entre determinaciones
independientes realizadas en el mismo laboratorio, pero en diferentes

condiciones de analisis, tales como dias, equipo, o analistas

Se establece al analizar por duplicado durante tres dias, un minimo de tres
concentraciones conocidas: baja, media y alta del o los compuestos por
analizar en la matriz biolégica. Estas concentraciones deben ser diferentes a
las de la curva de calibracion, y deben estar incluidas en el intervalo de trabajo.
El coeficiente de variacion no debe ser mayor que el 15% en métodos
cromatograficos; en los métodos inmunoldgicos no debe ser mayor que el
20%.
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3.1.4.3. Exactitud: es Ila concordancia entre el valor obtenido

experimentalmente y el valor de referencia.

Se determina cuando el valor promedio de las determinaciones en cada nivel
de concentracion de los datos de repetibilidad y reproducibilidad estan dentro
del £15% del valor nominal de concentracion en métodos cromatograficos,

excepto los métodos inmunolégicos que deben estar dentro del +20%.

La linealidad de un método analitico es su capacidad de arrojar resultados del
analisis que sean proporcionales a la concentracion del analito en las

muestras, dentro de un rango dado.

La precision es la variabilidad entre resultados de pruebas individuales,
cuando el procedimiento se aplica de manera repetida, y se mide segun el
grado de repetibilidad y reproducibilidad. La exactitud es la cercania de los

resultados de los analisis obtenidos con el método y el valor verdadero.
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4. Métodos de cuantificacion de Quinonas por HPLC

Como se ha mencionado con anterioridad, no existen estudios relacionados

con niveles de la perezona en plasma u otros fluidos bioldgicos, razén por la

cual no existen métodos reportados para su determinaciéon en este tipo de

fluidos. Sin embargo, existen varias metodologias, en especial por HPLC, para

determinar moléculas relacionadas como las quinonas. Por lo anterior, como

punto de partida, se realizd una revision de métodos para quinonas y asi poder

elegir las condiciones mas adecuadas para determinar a la perezona en fluidos

bioldgicos. La tabla 2 muestra ejemplos de métodos por HPLC para determinar

quinonas en muestras diversas.

Tabla 2. Métodos cromatograficos para determinar y cuantificar quinonas

Analito Columna Fase movil Deteccion | Velocidad | Tratamiento Autor y
analitica nm mL/min | muestra ano
Idebenona Cis MeOH:H,0O(70:30) UV 280 1 HCI 6 mol/L/éter Fan Z. et
al., 1999
Idebenona Supelco Cqg | AcN: H,O (80:20) LC/MS 1 HCI 6 Hu et al.,
LC/MS (SIR)* mol/L/CHCIls/Hex 2000
(4:6)viv
Coenzima Qqq | ODS MeOH:H,0 (9:1) 210-275 1.5 MeOH:éter de Turumen
Hypersil C1s | MeOH:Propanol:Hex petréleo et al.,
(HP) (2:1:1) 1999
Idebenona Nucleosil MeOH:H,0 (80:20) v/v 1.2 Hexano Artuch et
Cis Perclorato de litio 95% al., 2002
Teknocrama
Ubiquinonas pBondapack | MeOH:Isopropanol: 1 Bacterias/solventes | Wayne
C0ODS H,O (75:20:5) Mossc.
gradiente de elucion 1983
Hidroquinona | ZorbaxCN AcN: dihydrogen Fotodiodo | 1.5 Scobbie
benzoquinona orthophosphate 0.01M | 290, 245 E.,
Groves
J.A.,1999
Q.F.B. Blanca Nateras Marin, UMSNH, 2007 20




DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO PARA CUANTIFICAR NIVELES PLASMATICOS DE PEREZONA

Ill. JUSTIFICACION

La perezona es un compuesto presente en las raices de las plantas del
género Perezia (Acourtia), plantas que han tenido usos terapéuticos en la
medicina tradicional mexicana.

Se ha investigado la actividad biolégica de la perezona desde diversos puntos
de vista. Sin embargo actualmente no se encuentran descritos en la literatura
los métodos que permitan cuantificar los niveles plasmaticos de la molécula,
aspectos que son la base de la terapéutica, por lo que en el presente trabajo
se plantea un estudio que permitira estimarlos y con ello generar las bases de

los estudios farmaco-toxicolégicos.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y validar un método cromatografico que permita cuantificar los

niveles plasmaticos de la perezona en la rata.

IV.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar y validar un método cromatografico (HPLC) para determinar

los niveles plasmaticos de la perezona en rata.

2. Cuantificar los niveles plasmaticos de la perezona administrada por via

intraperitoneal IP.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. Reactivos

Los reactivos empleados son grado reactivo analitico y grado HPLC segun

requerimientos.

La perezona fue donada por el laboratorio de Quimica “A” del Instituto de
Investigaciones Quimico Bioldgicas, Universidad Michoacana de san Nicolas

de Hidalgo.

2. Material biolégico

Se emplearon Ratas macho Wistar (400-450g) proporcionadas por el bioterio
del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas, Universidad Michoacana
de San Nicolas de Hidalgo. Los animales fueron trasladados al laboratorio 72 h
antes de realizar el experimento, con el fin de habituarlos a las condiciones

ambientales.

3. Métodos
3.1. Desarrollo del método analitico
3.1.1. Disolucién de la perezona

Con la finalidad de encontrar un solvente capaz de disolver la perezona a una
concentracion adecuada para administrar una dosis alta y en poco volumen, se
ensayaron diferentes disolventes como son: tween 80 al 1%, 5% y 10 % en
agua destilada; dimetil sulféxido, aceite de maiz, buffer de fosfatos a diferentes
valores de pH y buffer de boratos a pH 9.0.

De igual forma se ensayo la disolucion de perezona en disolventes organicos

(etanol, cloroformo, acetato de etilo).
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3.1.2 Barrido espectrofotométrico

Para encontrar la longitud de onda a la cual el compuesto presentaba su
maxima absorcidn, se realizd un barrido espectrofotométrico (Spectronic 20
Genesys) de perezona disuelta en diferentes sistemas amortiguadores y

disolventes organicos.

3.1.3 Desproteinizacion de sangre total y de plasma

La desproteinizacién se ensayo con dos volumenes de acetonitrilo (AcN) por
cada volumen de sangre total, acido perclérico (50 yL) por cada 100 pL de
sangre total y acido tricloroacético al 15% tanto de sangre total como en

plasma.

3.1.4 Extraccion de la perezona de sangre de rata

Para realizar la extraccion del compuesto de muestras sanguineas de rata
adicionadas con el compuesto. Se disend un experimento en el cual se
sometia o no a la desproteinizacién con acetonitrilo.

Ademas de probar diferentes disolventes organicos, asi como mezclas de ellos

al 15%, disefo presentado en la tabla 3.

Tabla 3. Disefio experimental para establecer las condiciones de extraccion de
la perezona adicionada a muestras de sangre y deteccion por CCFA.

Numero de tubo

o
-
N

Procedimiento
Sangre(100 uL)
Perezona (100 pg/mL)*
Mezclar 1600 rpm/2’
Desproteinizar (AcN 200 ulL)
Mezclar 1600 rpm/2’
Centrifugar 3500 rpm/5’
Separar sobrenadante
Extraer (200 uL/ 3 veces)
a) Hexano \
b) CHCl, v \
c) AcOEt \ V
d) Hexano: CHCI; (15%) \ \
e) Hexano:AcOEt (15%) \ \
f) Hexano: CH,Cl, (15%) \ \
*Se adicionaron 5 L de esta concentracion
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Una vez realizado el proceso de extraccion, la fase organica se llevo a casi
sequedad en plancha de calentamiento con piedras de ebullicion, el
concentrado se aplicd sobre un cromatofolio de fase normal (silica gel) y se
corrié en una fase eluyente [hexano:AcOEt (9:1)].

El compuesto fue detectado por cromatografia en capa fina analitica CCFA,

observando mediante luz UV de onda corta (254 nm) y larga (365 nm).

3.1.5 Ensayo de distribuciéon

Los animales se administraron con una dosis de 30 mg/kg IP de perezona y se
sacrificaron 30’ después de la administracion. Se tomaron muestras de
higado, intestino, cerebro, corazén y rifidn.

Los o6rganos completos se pesaron y separé 1g de cada uno de ellos, se
trituraron al maximo posible, se adicioné con 3 mL de solucién salina isoténica,
mezclando durante 1 min a 1600 r.p.m. Se separo por centrifugacion
(centrifuga clinica Clinaseal) a su maxima capacidad durante 10 min. El
sobrenadante se extrajo con acetato de etilo, y la fase organica se evaporé a
sequedad en plancha caliente con cuerpos de ebullicidon. Se analizé por CCFA,
empleando como fase eluyente (hexano/acetato de etilo 9:1). Como estandar
se empleo una solucién de perezona en acetato de etilo, observando mediante
luz UV de onda corta (254 nm) y larga (365 nm).

3.1.6. Porcentaje de recobro o de recuperaciéon

El porcentaje de recobro se realizd6 mediante dos curvas de calibracion
empleando seis niveles de concentracion (3.125, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0 y 100.0
pg/mL) por triplicado.

En la primera curva se utilizé como matriz agua de alta pureza y el analito
disuelto en etanol absoluto. La segunda se empled sangre de rata macho
Wistar extraida por puncion cardiaca adicionada con 5 pyL perezona disuelta en
etanol absoluto. A las dos curvas se les realizé una extraccion liquido- liquido
con tres alicuotas de 200 uL de acetato de etilo, mezclando en el vortex a 1600

r.p.m. durante dos minutos, separando las fases por centrifugacion a 3500 rpm
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durante 5 minutos, la fase extractiva fue secada con sulfato de sodio anhidro y
se evaporé hasta sequedad en plancha de calentamiento. El residuo fue
reconstituido con 50 yL de etanol absoluto para su analisis cromatografico,

bajo las condiciones experimentales descritas en la tabla 7

3.2. Desarrollo del Método Cromatografico por HPLC

3.2.1 Composicion de la fase movil

Para encontrar la composicion de la fase movil se probaron soluciones 0.01 M
y 0.05 M de acetato de sodio, de acetato de amonio y de citrato de sodio;
también se varié el pH de 3.5, 4 y 5. Asi como también se ensayaron
diferentes proporciones de acetonitriio (AcN) (iniciando con un 50% e
incrementando paulatinamente el porcentaje).

Conocidas la estructura quimica, asi como las propiedades fisicoquimicas de
la perezona, con un peso molecular pequefio (menor de 2000) y el caracter
ionizable de la molécula se empleé (RPLC) cromatografia de liquidos de alta

resolucion de fase reversa.

3.3 Validacién del sistema cromatografico por HPLC
3.3.1. Linealidad del sistema

Con el objeto de validar el sistema cromatografico se realizaron cinco curvas
de calibracion de perezona disuelta en etanol absoluto con pesadas
independientes, empleando seis niveles de concentraciéon (3.125, 6.25, 12.5,
25.0, 50.0 y 100.0 pg/mL), por quintuplicado, en un dia y durante 3 dias
diferentes. Las distintas concentraciones se prepararon a partir de una

solucién stock de 100 pg/mL.
3.4 Validacion del método cromatografico por HPLC
El método analitico de la perezona es validado para asegurar la confiabilidad

del mismo con base a los criterios de validacion sefialadas en la norma oficial
mexicana NOM-177-SSA 1- 2004.
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3.4.1 Parametros de Validacion del método cromatografico

a. Selectividad

La selectividad se determindé usando sangre de rata, obtenida por puncion
cardiaca de animales anestesiados en una camara saturada con éter. A la
sangre obtenida se le trabajo bajo dos condiciones experimentales. Por
quintuplicado se realizo el proceso de extraccion a 100 yL de sangre libre de
farmacos, adicionada con 5 pyL de etanol y se les denomino “blanco”. Por otra
parte de la misma manera de trabajoé sangre libre de farmacos adicionada con
5 pL de una concentracion conocida de perezona disuelta en etanol,
empleando en la extraccién 200 yL de acetato de etilo (tres alicuotas), la fase
organica se evaporé bajo fuente de nitrogeno, a 50+2°C reconstituyéndola con
50 uL de etanol absoluto para la determinacion de la concentracién de la
sustancia, empleando las condiciones cromatograficas determinadas con

anterioridad para el sistema de analisis y cuantificacion analitica.

b. Linealidad.

La linealidad del método se llevd a cabo preparando cinco curvas de
calibracion independientes con pesadas diferentes, en sangre de rata libre del
compuesto, a la cual se le adicionaron concentraciones de 20 -200 pg/ mL. Las
curvas se realizaron por quintuplicado en un mismo dia. Se obtuvieron datos
de linealidad como son: el coeficiente de determinacion (R?), el coeficiente de

correlacion (r), la pendiente de la recta (m), y el valor del intercepto al eje “y

(b).

c. Precision y Exactitud.

Para establecer la exactitud y la precision se realizaron 5 curvas de calibracion
empleando 6 niveles de concentracion (20-200 pg/mL), con tres puntos de
control de calidad, bajo, medio y alto (25, 50 y 150 pg/mL), por quintuplicado
en un solo dia y por duplicado tres dias diferentes. Se partié6 de una solucién
“stock”, con una concentracion de 200 ug/mL. Se evaluo la precision (DER %)
y la exactitud del método tanto en un solo dia, intradia, (repetibilidad), como en

diferentes dias, interdias (reproducibilidad).
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d. Limite de Cuantificaciéon
Se determind por el analisis quintuplicado de muestras independientes a una

concentracion de 3.125 pg/mL.

3.5 Medicidén de las concentraciones plasmaticas de la perezona en rata

3.5.1 Tratamiento quirargico para canular la arteria caudal

Los animales fueron anestesiados en una camara cerrada bajo una atmdsfera
de éter, durante el proceso quirurgico se mantuvo la anestesia con un algodén
impregnado con éter en el fondo de un vaso de precipitados que se instala
cerca de las fosas nasales de la rata. Una vez bajo la influencia del anestésico
se colocoé al animal en un campo quirdrgico en decubito dorsal. Se ased con
solucién salina isotdénica estérii en un area de aproximadamente cinco
centimetros a partir de la base de la cola hacia el extremo de la misma. Se
realiz6 una incisibn de aproximadamente tres centimetros, para disecar la
arteria caudal se empled un disector de cristal, la cual se refirié con hilo de
algodon. Para canular el vaso sanguineo, se empled un sistema punzocat
24G, una vez dentro se sujetd con hilo seda calibre “cero”. Se comprobd la
viabilidad administrando solucién salina isoténica y 0.1 mL de heparina para
evitar la coagulacion, se obstruyo la salida tapando con el complemento del
punzocat hasta el momento de efectuar el muestreo. Se suturd la incision,
después se protegié con una gasa y cinta adhesiva.

Una vez recuperado de la anestesia, se le administr6 una dosis de la

perezona de 60 mg/Kg IP, disuelta en aceite de maiz.

3.5.2 Toma de la muestra sanguinea.
La toma de la muestra se realiz6 con la rata inmovilizada (camara de
restriccién). Se tomaron muestras de 100 pyL de sangre a 5, 15, 30, 60, 90 y

120 minutos. Ver la figura 4.
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Figura 4. Fotografia del animal en la camara de restricciéon

3.5.3 Tratamiento de la muestra.

Las muestras sanguineas (100 pL) obtenidas en los diferentes tiempos de
muestreo se colocaron en tubos ependorff de 1.5 mL, centrifugando a 5000
r.p.m durante 10 minutos. Realizando una extraccion liquido- liquido con
acetato de etilo, con alicuotas de 200 yL en tres ocasiones sucesivas, agitando
en un vortex a 1600 r.p.m. durante dos minutos para cada una de ellas y
separando por centrifugacion a 3500 r.p.m. durante cinco minutos en cada
ocasion. La fase organica completa se evapord bajo campana con una
corriente de nitrégeno hasta sequedad a una Temperatura de 50£2° C. Los
extractos se reconstituyeron con 50 uyL de etanol absoluto para la

cuantificacion del compuesto por HPLC.
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VI. RESULTADOS

1. Disolucién de la perezona

Los resultados obtenidos en la disolucion de la perezona en los diferentes

sistemas buffer y disolventes organicos se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Solubilidad de la perezona en diferentes sistemas

Buffer y solventes organicos

Disolvente Concentraciéon (mg/mL)
tween 80 1% 0.25
tween 80 5% 0.31
tween 80 10% 0.38
Buffer de fosfatos pH 6.0 Muy poco soluble
Buffer de fosfatos pH 7.4 0.24
Buffer de fosfatos pH 9.0 0.45
Aceite de maiz 40.00
Alcohol absoluto 40.00
Dimetil sulféxido 200.00

2. Barrido espectrofotométrico

Tabla 5. Barrido espectrofotométrico. Longitud de onda maxima (A max) de
absorcion de perezona en los diferentes sistemas amortiguadores y

disolventes
Solucién buffer pH Amax (Nm)

Boratos 9.0 530
Fosfatos 7.4 530
Fosfatos 8.0 530
Fosfatos 9.0 530

Disolventes
Hexano 400
Cloroformo 400
Etanol 400
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Se muestra el grafico correspondiente al barrido espectrofotométrico
(Spectronic 20 Genesys) de la perezona en etanol

LT

Amax = 400 nm

ia

L

4

L3 W

aAso Hoo y30 Soo Js0

iAnm

Grafica 1. Barrido espectrofotométrico

3. Desproteinizacion de sangre total y de plasma

Después de probar diferentes métodos de desproteinizacion de la muestra, se
observo que las proteinas no eran extraidas durante la extraccion de la
perezona y no representaban una interferencia en el analisis cromatografico.

Por lo tanto se decidi6 por no realizar dicha operacion.
4. Extraccion de la perezona en sangre de rata

Los resultados del disefio experimental se presentan en este documento en el

apartado de tratamiento de la muestra (p. 29).
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5. Ensayo de distribucion

Se observaron manchas amarillas visibles a la luz, se observaron también en
luz U.V., correspondientes al Rf del estandar de perezona en los extractos
realizados en higado, intestino y cerebro. No encontrando estas manchas en

rindn y corazon.

4. Porcentaje de recobro o de recuperacion

Debido a que la perezona es una molécula altamente liposoluble, se requiere
conocer el porcentaje de recuperacion, de manera tal que son graficadas las
respuestas del sistema cromatografico para una curva de calibracién de la
perezona adicionada a la matriz contra las respuestas del detector para una
curva de calibracion para las distintas concentraciones de perezona disueltas
en etanol, obteniendo una pendiente de 0.2235, lo que nos indica que hay un
recobro del 22.35%. Dato de importancia en el momento de determinar los

niveles plasmaticos de perezona. Resultados que se muestran en la grafica 2.

70000 + Porcentaje de recobro
60000 -

*
50000 -

40000 -

Areas

30000 -

r

20000 1 y = 0,2235x

i 2
00001 R?=0,882
0 : : : : : .
0 50000 100000 150000 200000 250000 300000
Areas
m = 0.2235

Grafica 2. Porcentaje de recobro de la perezona de sangre de rata
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Tabla 6. Porcentaje de recuperacion de acuerdo a la NOM-177-SSAI-2004

Concentracion Area Desviacion Area Desviacion
(Mg/mL) (perezona/etanol) estandar (perezona/etanol) estandar
20 40067 4356.99 5270.66 1746.53
40 88152 32006.79 13741.33 4175.53
60 147643 41807.99 25407.66 13341.96
80 198347 11998.12 57884.00 22309.93
100 282835 93737.11 60040.66 31661.37
Concentracién Porcentaje
(Mg/mL) de
recuperacion
20 13.15
40 15.58
60 17.20
80 29.18
100 21.22

7. Validacion del sistema cromatografico por HPLC

7.1.- Linealidad del sistema

La validacion del sistema se desarrollé de acuerdo a la norma oficial mexicana

Los resultados obtenidos se muestran en la grafica 3.
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Grafica 3. Linealidad del sistema cromatografico
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r= 0.9998
R2 = 0.9997

= 2427.46
m = 3947.33

Como se puede apreciar en la grafica 3, se obtuvo un coeficiente de
determinaciéon de 0.999, lo que permite afirmar que existe una respuesta lineal

del detector para el intervalo de trabajo de concentraciones de perezona.

7.1.1. Variabilidad interdia

Se determino asi mismo la variabilidad interdia, en la grafica 4 se presentan
las curvas obtenidas en tres dias sucesivos. Se observan solo dos rectas ya

que en una de ellas se encuentran dos sobrepuestas.

450000 . Variabilidad del sistema interdia
400000 - A
350000 4
300000 -
250000 4
200000 4
150000 -
100000 -
50000 |

0+ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120

Areas

y = 3749,6x
R? = 0,988

Concentracion (ug/mL)

Grafica 4. Variabilidad interdia del sistema de tres curvas obtenidas en dias

sucesivos.

8. Desarrollo del método analitico

Q.F.B. Blanca Nateras Marin, UMSNH, 2007 34



DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO PARA CUANTIFICAR NIVELES PLASMATICOS DE PEREZONA

8.1 Condiciones cromatograficas

Se encontraron las siguientes condiciones cromatograficas (Tabla 7) que

producen un pico de mejor simetria, en un tg adecuado.

Tabla 7. Condiciones Cromatograficas

Analito

Perezona tgr=8 min

Fase movil

Acetonitrilo: Buffer de acetato de amonio 0.05 M pH 3.5
70:30 (v/v)

Fase estacionaria

Columna de fase reversa Cig (250 mm X 4.6 mm)

ultraesphere de 5 um de particula de Beckman Coulter

Velocidad de flujo

1 mL/min

Detector Detector 168 System Gold con arreglo de diodos

Sistema Bomba HPLC modelo 126, inyeccion manual, deteccion uv-
vis a 400nm

Volumen de | 30 yL

inyeccién

Tiempo de | 10 min

corrida

Limite de 3.125 ug/ mL

cuantificacion
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8.2 Selectividad del método cromatografico

Los cromatogramas obtenidos se muestran en las graficas 5 A y 5 B.

20 4

”—L"”JLJ T

1] 2 4 g d 10
hdinutes

Grafica 5.A. Cromatograma tipico de la respuesta del sistema cromatografico
cuando se inyecta una concentracion determinada de perezona disuelta en etanol
absoluto

Perezona
adicionada
7.5
5.0
= :
2 2.5
n.n-:—»__.J
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R g A — [ | [
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Grafico 5 B. Cromatogramas representativos de las muestras blanco y de las
muestras sanguineas adicionadas con perezona

El cromatograma del grafico 5 A muestra el pico de la perezona disuelta en

Etanol, con un tr = 8 minutos.

El grafico 5 B presenta los cromatogramas obtenidos para las muestras

“blanco” y para las muestras sanguineas adicionadas con perezona,

Q.F.B. Blanca Nateras Marin, UMSNH, 2007

36



DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO PARA CUANTIFICAR NIVELES PLASMATICOS DE PEREZONA

representaciones graficas donde se observa que no existe interferencia de
sustancias endogenas propias de la matriz con el analito. Por lo que el método

analitico para la perezona puede ser considerado como un meétodo selectivo.
8.3 Linealidad del método cromatografico

El disefio del estudio para establecer la linealidad del método cuando la
perezona se adiciona a la sangre de rata y realizado el proceso de extraccion,
arrojo los siguientes resultados.

Al graficar los seis niveles de dosis contra la respuesta del sistema analitico
representada en areas de pico (Grafico 6) se considero que el método era
lineal, cumpliendo con el criterio de aceptacion, al tener un coeficiente de
determinacion de R? =0.9983, y el coeficiente de correlacién r con un valor de
0.9991, la pendiente de m = 347.00.

La ecuacion de la recta y = 347.00x -4247.80 obtenida mediante la regresion
lineal de los puntos experimentales nos permitid observar la excelente
linealidad del método; y para cada uno de los puntos de calibracién se obtuvo
una Desviacion Estandar Relativa (DER) < 15%, como se muestra en la tabla
8. De acuerdo a los criterios de validacion, el método cumple con el

parametro de la linealidad.
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Grafico 6. Linealidad del método
En este grafico se esta presentando una de las rectas de calibracion

donde se

representa

respuesta del

sistema

cromatografico a una serie de concentraciones crecientes de la
perezona cuando es adicionada a sangre de rata.

8.4 Precisioén y Exactitud

La precision (DER%) y exactitud de la curva de calibracion del método se

evaluaron tanto en un solo dia, intradia (repetibilidad) como en diferentes dias

interdia (reproducibilidad), los valores obtenidos se muestran en las siguientes

tablas de resultados.

Tabla 8. Variabilidad Intradia obtenida para la curva de calibracion
(seis niveles de concentracidén con cinco réplicas por nivel) en
muestras sanguineas adicionadas con perezona.

Conc. Nominal Conc. Obs. DER (%) Desviacion (%) Exactitud (%)
pg/mL Mg /mL Conc. Real
20 21.41 6.1 7.05 107.5
40 36.17 8.4 -9.58 90.42
60 58.63 6.6 -2.28 97.71
80 84.41 4.2 5.5 105.5
100 101.16 5.6 1.02 101.16
200 199 4.1 -0.5 99.5
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Tabla 9. Variabilidad interdia obtenida para la curva de calibracion
(seis niveles de concentracién con cinco réplicas por
muestras sanguineas adicionadas con perezona.

nivel) en

Conc. Nominal Conc. Obs. DER (%) Desviacion (%) Exactitud (%)
pg/mL Mg /mL Conc. Real

20 21.23 1.7 6.15 106.15
40 35.14 2.9 -12.15 87.85
60 58.23 3.3 -2.95 97.05
80 82.8 1.03 3.3 103.5
100 102.1 1.37 2.1 102.1
200 196 1.76 -2.0 98

En todos los casos la exactitud no fue estadisticamente distinta del 100 %,
DER (%) fue menor a 10%, por lo tanto cumplen con los
criterios de validacion establecidos para ambos parametros.

mientras que el

Tabla 10. Variabilidad Intradia de los puntos de control de calidad
(bajo, medio y alto)

Conc. Nominal Conc. Obs. DER (%) Desviacion (%) | Exactitud (%)
pg/mL ug /mL Conc. Real
25 23.89 6.6 -4.44 95.56
50 44.34 6.3 -11.32 88.68
150 146 3.0 -2.66 97.33

Tabla 11. Variabilidad interdia de los puntos de control de calidad
(bajo, medio y alto)

Conc. Nominal Conc. Obs. DER (%) Desviacion (%) | Exactitud (%)
pg/mL ug /mL Conc. Real
25 26.02 14.24 4.1 104.1
50 46.95 7.7 -6.1 93.9
150 139.16 4.5 -7.23 92.77

Los parametros de validacion de exactitud y precision cumplen con los criterios

establecidos; en donde el % de exactitud no es estadisticamente diferente al

100% vy la precision es menor a 15 % en todos los puntos ensayados.

En consecuencia el método puede ser considerado Exacto y Preciso.
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8.5. Limite de cuantificacion.

El limite de cuantificacion fue de 3.125 pg/ mL.

Ml

=
o
=
=
[
=

Minres

Grafico 7. Limite de cuantificacion. Aqui se observa la minima sefial que
puede ser integrada por el instrumento.

9. Niveles plasmaticos de la perezona a una dosis de 60 mg/kg IP en rata

Las concentraciones plasmaticas alcanzadas por la perezona en rata a

diferentes tiempos se presentan en la tabla 12

Tabla 12. Niveles plasmaticos de la perezona en la rata

Tiempo (min) X*Conc (ug/ mL) | Desv. estandar
5 0.0 0.0
15 17.56 1.7
30 19.67 0.79
60 21.65 0.76
90 23.78 2.4
120** 26.39 -

*Los resultados se expresan como el valor promedio = DE, n = 3 animales
** Valor para un solo sujeto biolégico

Tomando en consideracion el porcentaje de recobro que es del 22.35%,
estamos ciertos que es poco menos de la cuarta parte del contenido de
perezona en sangre. Los valores de concentracion multiplicados por cuatro

punto cinco se presentan en la tabla 13.
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Tabla 13. Niveles plasmaticos promedio de perezona en la rata

Tiempo (min) | *Conc. promedio
(ng/ mL) X 4.5

5 0.0
15 79.02
30 88.51
60 97.42
90 107.01

120* 118.75

*valor de un solo sujeto experimental

Al utilizar el porcentaje de recobro o de recuperaciéon de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana para la concentracion de 20 ug/mL es de 13.15%,
los valores promedio obtenidos para cada tiempo de muestreo se
multiplican por 7.6, lo que nos arrojaria los siguientes resultados,
presentados en la tabla 14.

Tabla 14. Niveles plasmaticos promedio de perezona en la rata

Tiempo (min) | *Conc. promedio
(ug/ mL) X 7.6

5 0.0
15 133.45
30 149.50
60 164.54
90 180.73

120" 200.56

Niveles plasmaticos de perezona
250 -

200 -
150 -

100 -

Concentracion
(ng/imL)

50 -

5 15 30 60 90 120
Tiempo (min)

Grafica 8. Niveles plasmaticos de perezona en rata
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VII. DISCUSION

Para el desarrollo de nuevos farmacos, es imprescindible la utilizacion de un
método analitico que permita cuantificar el compuesto a partir de tejidos y
fluidos biolégicos, e inclusive de formulaciones medicamentosas. Con el fin de
asegurar la confiabilidad, los métodos analiticos se someten a un proceso de
validacién. En este trabajo de desarrollo y valido un método para cuantificar
niveles plasmaticos de perezona.

El trabajo experimental se inicidé con la disolucion de la perezona. De acuerdo
a los resultados mostrados en la tabla 4, se encontré una alta solubilidad en
disolventes organicos. La mayor concentracion se encontr6 con el
dimetilsulféxido (DMSO); sin embargo, es un solvente que resulta toxico para
la especie animal, aun en cantidades pequefas. Se intentd diluir con agua una
solucién de perezona/DMSO para contrarrestar dichos efectos toxicos pero la
perezona se precipito. Se pudo constatar la influencia del pH en la solubilidad
de perezona cuando ésta se disolvid en los sistemas amortiguadores de
fosfatos; a pH de 6, se encontré6 poca solubilidad, incrementandose ésta,
conforme aumentaba el valor de pH, hasta un valor de 9. Un fendmeno
parecido se observd con la disolucién de perezona en tween 80 ya que
también aumenta la solubilizacion de perezona con el incremento de la
concentracion del surfactante. Finalmente se optd por utilizar etanol para
disolver la perezona, por ser el disolvente en el que habia buena solubilidad
del compuesto y que ademas resultaba inocuo para el analista y el sistema
biolégico. Para administrar la perezona se utilizo aceite de maiz como
vehiculo, tal como en los estudios de letalidad (Alcantara, 1981) donde tal
aceite no presenta efectos toxicos en el animal en los volumenes

administrados por via Intraperitoneal.

Con el fin de conocer la Anax de perezona disuelta en los sistemas
amortiguadores tanto de fosfatos como de boratos a diferentes valores de pH,
se realizé un barrido espectrofotométrico (Spectronic 20 Genesys). A valores

de pH>7.0 la A nax NnO es sensible a los cambios de pH ya que sigue
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predominando la especie ionizada y en consecuencia se mantiene en un valor
de 530 nm. En los disolventes organicos como el hexano, cloroformo y etanol
se encontré una A nax de 400 nm, correspondiente al color amarillo ambar para
la solucion ya que la perezona se encuentra en forma neutra. La extraccion de
la perezona en sangre de rata, se realiz6 en una micromuestra de sangre total
(100uL), mediante un proceso de extraccion liquido-liquido empleando acetato

de etilo, procedimiento que resulta rapido y sencillo.

El porcentaje de recobro o de recuperacion, se calculé de dos formas. Una de
ellas se realizo graficando la respuesta del detector a diferentes
concentraciones del compuesto disueltas en etanol y extraidas con acetato de
etilo, en areas de pico contra la respuesta del detector a las diferentes
concentraciones de perezona adicionada a sangre de rata y extraidas bajo el
mismo procedimiento, en el cual el valor de la pendiente multiplicada por 100,
indica el valor del porcentaje de recuperacion. De esta manera, se obtiene un
sblo porcentaje de recobro para todos los puntos de la curva de calibracion
ensayados y que representa un valor promedio.

Por otra parte se realiz6 el calculo de acuerdo a la normatividad mexicana, en
la cual el calculo se basa en dividir la respuesta del detector para cada punto
de la curva de calibracion de perezona en etanol entre la respuesta del
detector a la curva de calibracion de perezona adicionada a muestras de
sangre y esto se multiplica por 100, de manera tal que existe un porcentaje de
recobro para cada uno de los puntos de calibracion. Esta forma favorece el
calculo de las concentraciones plasmaticas dependiendo de los niveles de
concentracion detectados en el sistema biolégico, como se muestra en la tabla
6. El porcentaje de recobro promedio aqui obtenido fue del 22.35%. Cuando el
calculo se realiza de acuerdo a lo establecido en la norma para la
concentracion de 20 ug/mL es de 13.15%. La mayoria de las referencias que
hacen mencion del porcentaje de recuperacion, o de recobro, son de
moléculas medianamente hidrosolubles a muy hidrosolubles, por lo que
obtienen porcentajes mayores al 90% (Nelis, y col., 1992; Homma, y col.,
1999). Las referencias relacionadas con moléculas liposolubles sdlo
mencionan concentraciones obtenidas sin mencionar el porcentaje de

recuperacion (Gongalves da Cruz Fonseca y col., 2003; Sheng hun M. y col.,
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2007). Es asi que el porcentaje de recobro aqui obtenido resulta adecuado

para los fines del estudio.

La linealidad del sistema se validé de acuerdo a la NOM-177-SSA1-2004, en la
que se recomienda el empleo de 3 a 5 puntos experimentales, mientras que
para la aplicacion en la determinacion del analito recomienda de 5 a 7 puntos
experimentales. Para construir la curva de calibracion sobre la que se calculd
la linealidad, siguiendo el método de minimos cuadrados, se promediaron los
valores obtenidos para cinco curvas de cada concentracion. En todos los
casos, la DER, fue menor a 15%, tal como lo especifica la Norma Oficial
Mexicana.
La USP XXIl marca que para considerar que el sistema sea lineal se debe
obtener un coeficiente de correlacion (r) mayor de 0.999, en este caso se
obtuvo un valor de 0.9991. La NOM-177-SSA1-2004, especifica un valor para
r=0.99, por lo tanto se considera que el sistema es lineal. Otros autores como
Pennick y col.. (2003) consideraron linealidad al obtener una R? = 0.996,
cuando en este trabajo se obtuvo un valor todavia mayor (R?= 0.998).
Por otro lado, se aplicd una prueba de t para pendiente con la finalidad de
establecer que la respuesta de la pendiente se debe al experimento que se
esta realizando. Entonces:

Ho: m =0

Hi:m#0
Para un nivel de significancia del 95% con 4 g.l., el valor de t; = 0.48 t el valor
de t; =2.015. Como t; <t; por lo tanto se descarta Hy y se acepta H4 lo cual
quiere decir que el valor de la pendiente se debe al cambio de respuesta como

consecuencia del cambio del incremento de concentracion de perezona.

La precision es un parametro de validacion que tanto la Farmacopea Britanica
como la USP incluyen a la repetibilidad y la reproducibilidad. ElI parametro
estadistico que lo caracteriza es la DER o el coeficiente de variacién CV,
aunque este término ya esta en desuso. La normatividad mexicana acepta
una DER < 15% y permite evaluar la incertidumbre en la estimacion de la
media, es decir, el error aleatorio que corresponde a la dispersion de los datos

alrededor de la media. La repetitibilidad se valua a través de la DER y la NOM
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especifica que esta debe ser menor del 15% para estudios de bioequivalencia;
es decir, para estudios en fluidos biologicos. En este caso, los valores
obtenidos son menores a este 15% por lo que se considera que hay
repetitibilidad.

La reproducibilidad también se evalua con la DER, pero en este caso se
acepta que el valor sea igual al obtenido para la repetibilidad o bien un poco
mayor ya que en este caso hay un mayor manipuleo de las muestras, lo que
significa una mayor fuente de error. Los valores aqui obtenidos son mayores
que la repetibilidad pero menores al 15%, por lo que se considera que si existe

reproducibilidad en el método.

La exactitud que se define como la capacidad del método analitico para
obtener resultados Io mas préximos posibles al valor verdadero y refleja el
error sistematico o la tendencia a él. En la exactitud se comparan los valores
(concentraciones) adicionadas contra las determinadas, de esta manera se
puede determinar si los valores observados se parecen a los reales. Las
normas que establecen tanto la USP como la NOM-177SSA1-2004, indican
que los valores determinados deben ser estadisticamente iguales al 100%
(cantidad/concentracién adicionada). Aplicando la prueba de t para muestras
pareadas donde:
Ho: valor observado = valor nominal
H+. valor observado # valor nominal

Para un 95% con 2 g.l., el valor de t. = 1.73 y el valor de t; =2.92. Luego
entonces t; < t; Por lo tanto se acepta la hipétesis nula, por lo que los valores
obtenidos no son estadisticamente diferentes de los valores nominales, por lo
tanto el método es exacto.

Algunos autores (Castillo B. y Gonzalez R., 1996) diferencian a la selectividad
de la especificidad. Considerando la selectividad como la capacidad de
detectar simultanea o separadamente sustancias quimicas diferentes
presentes en una misma muestra y a la especificidad como la capacidad de
detectar el analito sin interferencias de otro compuesto. Siguiendo estas
definiciones se puede observar en la Grafica 5 B que no existen interferencias

de los componentes enddégenos de la matriz en la determinacién de la
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perezona. El pico de la perezona aparece sin ningun otro pico aledafio, por lo

que se trata de un método selectivo.

El limite de deteccion se puede observar en el cromatograma de la grafica 7, y

es la concentracion de 3.125 pg/mL.

En este trabajo se utilizaron ratas Wistar machos adultos, a los que se les
administré una dosis de 60 mg/kg de peso corporal de la sustancia de prueba
disuelta en aceite de maiz por via intraperitoneal. Esta especie animal en
particular, tienen un volumen sanguineo de 57.5 — 69.9 mL/kg de peso corporal
(Sharp P. E. and La Regina M.C., 1998). Si la molécula se distribuyera
unicamente en el compartimiento central (sangre), tendria niveles de
concentracion de aproximadamente 1mg/mL de sangre.

Con este método de acuerdo a la normatividad mexicana estamos detectando
niveles plasmaticos de perezona a los 15 minutos de 133.45 pg/mL, lo que
nos permite inferir que ocurre una absorcidn lenta o bien una absorcion muy
pobre como ocurre con otros compuestos liposolubles como es el caso de los
benzimidazoles (Bennett, 2003).

Después de la muerte del animal se le realizé una laparotomia amplia, con lo
cual, se podia observar dentro de la cavidad peritoneal la presencia del
compuesto en su base aceitosa (vehiculo). Ademas, la perezona que es un
compuesto liposoluble por lo que tiene una alta afinidad por la grasa corporal.
Los animales empleados en el estudio tenian pesos de 400-450g y con ello la
acumulacion de grasa abdominal podria ser un factor determinante para que
se depositara en este tejido.

Pudiera también suceder una alta distribucion y/o metabolismo, esto debido a
las caracteristicas lipofilas que facilitan su paso a través de las membranas
biologicas (Wilkinson, 2003). Puede ademas estar unida a las proteinas
plasmaticas dado que compuestos acidos se unen a la albumina plasmatica y
la perezona en un compuesto con esa caracteristica. Pasados 90 minutos
después de la administracion de la sustancia se encontraron niveles de
180.73 pg/mL. De tal manera que después de transcurridos 75 minutos solo se
detecta un incremento de aproximadamente 67.11 pg/mL. Se realiz6 un

estudio preliminar de determinacién de perezona en diversos tejidos de la
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rata, la presencia de la perezona se detecté en homogenados de higado,
cerebro y una pequefia cantidad en intestino. No se observd su presencia en
rindn y corazon. Todo esto se realizo empleando cromatografia en capa fina
(hexano/acetato de etilo 9:1)

Cabe hacer mencién que la dosis administrada esta comprendida en el
intervalo toxico de la perezona, por esa via de administracion (Alcantara,
1981), razon por la cual mueren los animales en el transcurso de 2 horas, asi
que no fue posible obtener datos de otros tiempos mayores con una n = 3. Los
animales “control” administrados unicamente con el vehiculo (aceite de maiz)
sobreviven al experimento.

Dado que los niveles plasmaticos de la perezona en rata son bajos en relacion
a la dosis administrada, se entiende que su distribucion y afinidad por otros
tejidos es muy amplia, ademas de su conocida liposolubilidad (Joseph-Nathan
P. 1974, 2006). Cuando los animales fallecian a consecuencia de la dosis
administrada se extrajo el cerebro completo y se realizé el proceso de
extraccidbn con una variante en la que después de triturar el tejido se le
adicion6 solucion salina isotdnica, se acidificd con acido acético 1M, a un pH
de 4.5 para posteriormente seguir el mismo proceso que para el tejido
hematico. La perezona se cuantifico en el sistema cromatografico obteniendo
los siguientes valores individuales de concentracion: a los 90 minutos después
de la administracion se encontraron 50.89ug/mL y a los 120 minutos 198.75
Mg/mL por cada gramo de tejido cerebral. Los niveles cerebrales de perezona
para 120 minutos son muy similares que los encontrados para ese tiempo a
nivel plasmatico, lo que viene a reforzar la suposicion de que la sustancia se
distribuye ampliamente en diversos tejidos, principalmente en los de mayor

contenido lipidico.

A manera de comparacion se buscaron diferentes métodos de determinacion
de quinonas, ya que no existen para perezona. Se han reportado algunos
métodos de cuantificacidon de niveles plasmaticos en otras benzoquinonas
tales como la idebenona [(6)10-hidroxidecil)-2,3-dimetoxi-5-metil-1,4-
benzoquinona)] (Tabla No. 2). Esta es una quinona usada en el tratamiento de
desordenes neuroldgicos severos: ataxia de Friedreich (Rustin y col.,1999a, b;

Schaéls y col., 2001), encefalomiopatias mitocondriales (Pisano y col., 1996;
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Napolitano y col., 2000) y demencia senil (Wakabayashi y col., 1992), alcanza
SU Crax (316485) pg/L a un Tnax de (96+£30) minutos después de una dosis de
30 mg administrada por via oral ( Hu Pei, 2000 y Artuch, 2002); en este estudio
son aproximadamente los tiempos en que se realizaron las mediciones. Los
tiempos a los que encuentran la C ox son parecidos a los tiempos de
muestreo realizados en el presente estudio. De acuerdo a los resultados
obtenidos y los resultados reportados para otras quinonas, tales como la
idebenona, existen evidencias de que la perezona y moléculas relacionadas
son capaces de atravesar la barrera hemato-encefalica.

De los trabajos descritos en la literatura en relacion a la actividad biolégica de
la perezona tanto en estudios “in vivo” como “in Vitro” , las dosis utilizadas en
dichos estudios como lo son en el concentraciones de 20 y 40 pg/mL de una
suspension de perezona en tris-tween 80 5% v/v (Enriquez y col., 1980), o bien
el estudio realizado en ileon aislado de rata (Garcia y col., 1995) con
concentraciones de 4 X 10* M (99.92 pg/mL), 4 X 10° M (9.92 ug/mL),
concentraciones que pueden ser cuantificados por el método propuesto en el
presente estudio. Otros niveles de concentracién mayores como los utilizados
en por Perrusquia y col. 1991, son también cuantificables. Con lo
anteriormente presentado el método desarrollado y validado en el presente
trabajo, es un método sencillo y rapido, aplicable para la cuantificacion tanto de
niveles plasmaticos como de distribuciéon de la perezona en los diferentes

fluidos y tejidos de la rata o de otra pequena especie de roedores.
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VIIl. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se desarrolla y valida un método por HPLC para
determinar perezona en sangre de rata, método que cumple con los
parametros de validacién tal y como se especifica en la NORMA OFICIAL
MEXICANA NOM-177-SSA1-2004

El método de este trabajo es un método sencillo, especifico, lineal, preciso y

exacto por lo que puede ser utilizado en estudios farmacocinéticos.

El método se aplicd en la determinacion de niveles plasmaticos de perezona
en sangre, encontrandose niveles bajos del compuesto aun cuando la dosis
administrada se encuentra dentro del rango toxico para el compuesto y via de

administracién empleada.
El método se puede aplicar en estudios farmaco-toxicoldgicos
La evidencia experimental nos permite inferir una absorcién pobre y lenta del

compuesto, con una amplia distribucidén en tejidos con alto contenido de grasa,

ademas de ser capaz de atravesar la barrera hemato-encefalica.

Q.F.B. Blanca Nateras Marin, UMSNH, 2007 49



DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO PARA CUANTIFICAR NIVELES PLASMATICOS DE PEREZONA

IX. PERSPECTIVAS

Con estos datos preliminares, es posible observar que la perezona es capaz
de atravesar la barrera hematoencefalica e inferimos también una amplia
distribucion en otros tejidos por lo que se deberd continuar con los

experimentos y asi determinar el % de distribucion en cada uno de ellos.

Se puede realizar la extraccidn de perezona de muestras sanguineas y de

otros tejidos por medio de extraccion en fase sélida.

Realizar la cuantificacién de los niveles plasmaticos por medio de otras vias de

administracion, por ejemplo via oral.

Disminuir la dosis por via IP, para disminuir la toxicidad y con ello lograr

tiempos mayores de muestreo.

Realizar la disolucidn de perezona de manera que ésta pueda ser administrada

por via intravenosa.

Probar la via intravenosa para la cuantificacién de los niveles plasmaticos de

perezona.

Caracterizar los parametros farmacocinéticos de la molécula.
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ANEXO 1

Preparacion de soluciones

Tabla 15. Muestra la manera en que se prepararon las diferentes concentraciones

de la Curva de calibracion a partir de una solucion “stock”, con una concentracion

de 200 pg/mL.

Concentracion Solucion 200 Etanol absoluto (uL) | Volumen final
(Mg/mL) Hg/mL (uL) (WL)
200 1000 0 1000
100 500 500 1000
80 400 600 1000
60 300 700 1000
40 200 800 1000
20 100 900 1000

Tabla 16. Muestra la preparacion de las concentraciones de los puntos de control a
partir de la solucién stock de 200 ug/mL.

Concentracion Solucion 200 Etanol absoluto Volumen final (uL)
(ug/mL) Hg/mL (uL) (ML)
150 750 250 1000
50 250 750 1000
25 125 875 1000
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