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Introduccion

Las casiopeinas son una familia de compuestos de coordinacion de cobre
(1) con formula general: Cu (N — N)(0 — O)NO3 0 Cu (N — N)(0 —
N)NO; ; dichos compuestos fueron disefiados como una alternativa
menos toxica al Cis-Platino.! Dentro de la familia de casiopeinas con
actividad antineoplasica se encuentra la casiopeina Il1-Ea, la cual es un
complejo de cobre que muestra actividades, citotoxicas, genotoxicas y
antineoplasicas tanto en modelos in vitro e in vivo .23 . Sin embargo,
dentro de las casiopeinas se desconoce la citotoxicidad de la casiopeina
I1I-Ea en lineas celulares sanas. Por otra parte para conocer cuél seria el
comportamiento de la casiopeina Ill-Ea en medios fisioldgicos, sera
necesario realizar la evaluacion de pruebas fisicoquimicas
como:pKa,solubilidad intrinseca y LogD, las pruebas van a permitir
entender de mejor forma el proceso ADME de la nueva molécula y
conocer aspectos importantes para el disefio y formulacion de una forma
farmacéutica. Para determinar y cuantificar la casiopeina Il1-Ea en las
diferentes pruebas fisicoquimicas y de citotoxicidad se necesitaron
metodologias precisas y confiables. Las metodologias analiticas por
HPLC-UV y espectrofotometria se validaron tomando en cuenta algunas
consideraciones y criterios de aceptacién de guias nacionales para la
Validacion de Método Bioanaliticos, como la establecida por la NOM-
177-SSA1-2013.4

Metodologia

Para la validacion del método espectrofotométrico y por HPLC se realizé
de acuerdo a criterios de la NOM-177.La determinacion del pKa de la
Casiopeina I11-Ea por técnica espectrofotométrica requirié la preparacion
de soluciones amortiguadoras de fosfatos a diferentes valores de pH, se
tomaron los valores de absorbancia a 273 nmy el pKa se calcul6 donde
el compuesto se encuentra el 50 % en forma ionizada y 50 % en su forma
no ionizada respectivamente, pH=pKa. El coeficiente de determinacion
para Casiopeina I11-Ea en el sistema n-octanol-solucion amortiguadora a
diferentes pH se llevé a cabo por la técnica shake-flask.® La solubilidad
intrinseca se determiné afiadiendo cantidades de 10 a 1900 mg de
Casiopeina I11-Ea en matraces de 10 mL, las muestras se analizaron por
espectrofotometria a 273 nm y para conocer la concentracion de
Casiopeina 1l1-Ea, los resultados se interpolaron en una curva de
calibracion patrén en un método previamente validado y la solubilidad
se determind hasta donde se observo la poca solubilidad de la muestra.
Para evaluar la citotoxicidad se utiliz6 el método colorimétrico de
Sulforrodamina B (SRB) en placas tipo ELISA. La placa se dividié en
cuadrantes para probar las siguientes concentraciones logaritmicas (LM)
por sextuplicado cada una: 0.22,2.24,22.4,224,2240,11000 para
casiopeina Il1-Ea.

Resultados y discusion

Para el método espectrofotométrico se obtuvieron los siguientes
resultados: La linealidad (2.5 a 15 pg/mL) se obtuvo con curvas de
calibracion n=3 réplicas en los diferentes pHs de prueba con un
coeficiente de correlacién promedio (R) mayor a 0.9990. Para la
repetibilidad (dia 1) se utilizaron curvas de calibracién n=3 réplicas a cada
pH de prueba y para reproducibilidad (dia 2) fueron n=3 réplicas (3
réplicas por cada dia) a cada diferente pH. Se obtuvieron CV% promedio
por cada nivel de concentracion menores al 3%, por tanto, la metodologia
cumple con criterios de aceptacion. Para la metodologia por HPLC en
solucién de Hank el método se considerd selectivo ya que no se

encontraron interferencias en el tiempo de retencidn para casiopeina I11-
Ea. Se obtuvo la linealidad del método (n=3 réplicas) en un rango de 1.25
a 20 pg/mL y una R promedio de 0.9971. Para la repetibilidad (dial) y
reproducibilidad (dia 2) del método por HPLC se interpolaron en una
curva de calibracion por cada dia de analisis los siguientes puntos control
por sextuplicado 2(MCB), 8(MCM) y 15(MCA) ug/mL . Los resultados
de precision CV% (5.91 a 10.58) y exactitud Desv.Abs. (4.99 a 5.33)
fueron menores al 15% por cada nivel de concentracion, por lo tanto, el
método analitico cumple con criterios de aceptacién. Para la Casiopeina
111-Ea se obtiene un pKa de 5.01, y se comportdé como una base débil. Los
resultados obtenidos para el coeficiente de distribucién (Log D) a pH 6.8(-
0.44) y 7.4(-0.33) muestran que la Casiopeina Il1-Ea es una molécula de
caracteristicas hidrofilicas (hidrosoluble). Al tratarse de una molécula de
alta afinidad a medios acuosos, la solubilidad intrinseca resulto de 180
mg/ml a pH de 6.8 y 170 mg/ml a pH de 7.4. El estudio de citotoxicidad
de la casiopeina I11-Ea en la linea celular MDCK se obtuvo el valor de la
1C50=19.07 UM, los datos se ajustaron a una ecuacion sigmoidal con un
coeficiente de determinacion (r2) de 0.97 utilizando el programa
estadistico GraphPad prisma.

Conclusiones

Los resultados observados muestran que la Casiopeina I11-Ea se trata de
una molécula de caracteristicas base débil con un pKa=5.01, una
molécula hidrofilica con valores por debajo de uno lo cual sugiere que
prefiere los medios acuosos y lo anterior se respalda con los valores de
solubilidad que se obtuvieron constatando que se trata de una molécula
de alta solubilidad acuosa. De acuerdo a la citotoxicidad para la
casiopeina I11-Ea podemos observar que en células MDCK (19.07 uM)
se necesitan concentraciones mas altas para poder inhibir la proliferacion
celular al 50% (1Cs0=19.07 uM) con respecto a lineas tumorales.
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