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RESUMEN

En el presente trabajo se llevo a cabo el desarrollo y validacién de un método
por CLAE para la cuantificacion simultanea de cinco flavonoides (naringina, naringenina,
hesperidina, rutina y quercetina) en plasma de roedor, esto con la finalidad de establecer
los parametros farmacocinéticos de dichos metabolitos y comprender los procesos
metabdlicos que proceden a su absorcion.

Para el desarrollo del método cromatogréafico se utilizd un equipo CLAE marca
Agilent Technologies 1200 Series (San José, CA, EUA) equipado con detector de arreglo
de diodos e inyector automatico. Se utilizd6 como fase estacionaria una columna Phase
Sep Spherisorb de Cig, con dimensiones de 250 mm de longitud x 4.6 mm de didmetro
interno y un tamafo de particula de 5 um; la fase mévil consistié en HzsPO4 al 1% (A),
metanol (B) y Acetonitrilo (C); con un flujo de 1.3 mL/min; ademas, se empled un sistema
de disolventes en condiciones de gradiente. El volumen de inyeccién fue de 10 uL, y la
temperatura del termostato fue de 30 °C, con un tiempo de post corrida de 5 minutos.
Para llevar a cabo la deteccion de los flavonoides se seleccionaron 3 longitudes de onda,
256, 284 y 370 nm.

Para la optimizacion del método de extraccion en fase soélida, se utilizé un
disefio de Box-Behnken con el que se determin6 que el pH del buffer empleado juega un
papel importante en el proceso de extraccion, siendo el pH de 3.19 el éptimo para llevar
a cabo este proceso.

La validacion del método analitico se llevo a cabo de acuerdo a los lineamientos
de la AOAC, resultando un coeficiente de correlacion lineal mayor a 0.99 en un rango de
trabajo entre 0.5 a 7.5 yg/mL. Los LD y LC del método fueron hallados entre 0.02 a 0.10
pug/mL y entre 0.04 a 0.19 ug/mL respectivamente. El porcentaje de recuperacion total
del método fue de 95.78 + 1.55 %, mientras que la precision intradia de éste fue de
2.28 + 1.34 %, lo que demostré que el método analitico desarrollado en el presente
trabajo es exacto y preciso.
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INTRODUCCION

En 1930, Rusznyak y Szent-Gyorgy lograron aislar nuevos metabolitos
secundarios a partir de la naranja dulce (Citrus sinensis), a los cuales nombraron como
vitamina P. Actualmente, dichas sustancias se conocen como flavonoides, y se
encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal, encontrandose en frutas,
verduras, semillas y flores, asi como en productos como la cerveza, vino, té verde y té
negro.l?

En los ultimos afios el interés en estos compuestos ha ido en aumento, debido
a que varios estudios acerca de los flavonoides reportan una amplia gama de actividades
farmacologicas (efectos hipoglucemiantes, antihiperglucémicos, antioxidantes, y
cardiovasculares). Esto ha provocado, que estos metabolitos secundarios sean tomados
en cuenta como una alternativa terapéutica para la regulaciéon de padecimientos del tipo
crénico degenerativos, como la diabetes, la hipertension y el cancer.®

A pesar de que la actividad farmacolégica de los flavonoides ya ha sido
ampliamente comprobada, atn no se ha logrado esclarecer la farmacocinética de estos
metabolitos secundarios, siendo aun los procesos metabdlicos que proceden a su
absorcion objeto de estudio y debate. Es por ello, que en los dltimos afios se han
desarrollado metodologias analiticas mediante la cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (CLAE) para la determinacion de citroflavonoides en fluidos biol6gicos. Sin
embargo, no se ha establecido una metodologia validada que permita la determinacion
simultanea de estos.*®

La naringina, naringenina, hesperidina, rutina y quercetina son los flavonoides
mas abundantes en los citricos, ademas de ser los mas estudiados y de mayor interés
debido a sus propiedades farmacolégicas (hipoglucemiantes, antihiperglucemiantes y
antidiabética). Debido a esto, en el presente estudio se llevé a cabo el desarrollo y
validacién de un método CLAE para la cuantificacion simultdnea de los flavonoides
mencionados anteriormente en plasma de roedor, esto permitira en un futuro, establecer
los parametros farmacocinéticos de dichos metabolitos y comprender los procesos
metabdlicos que preceden a su absorcion.






ANTECEDENTES
Citroflavonoides

Los flavonoides son un grupo de compuestos polifendlicos ampliamente
distribuidos en el reino vegetal. Actualmente, hay mas de 5000 compuestos que
pertenecen al grupo de los flavonoides, todos estan conformados por 2 anillos de
benceno (anillo A y B) y un anillo de pirano (anillo C), con una estructura base de 15
atomos de carbono y un esqueleto C6-C3-C6, tal como se muestra en la Figura 1.5 7
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Figura 1. Estructura base de los flavonoides.

En los citricos, los flavonoides mas abundantes son aquellos pertenecientes a
los grupos de las flavonas y flavanoles, motivo por el cual, dichos compuestos son
nombrados como citroflavonoides.®

En los ultimos afios los citroflavonoides han sido objeto de diversos estudios
biolégicos debido a las evidencias de su gran potencial farmacoldgico, principalmente
mostrando efectos hipoglucemiantes, asi como beneficios a nivel cardiovascular.?

Clasificacion de los flavonoides

La clasificacion de los flavonoides se debe a las variaciones estructurales que
este grupo de compuestos posee en el anillo de pirano (anillo C). En la Tabla 1 se
observa dicha clasificacion. Los flavonoides con los que se trabajara en el presente
estudio pertenecen a los grupos de flavonas y flavanoles.®



Tabla 1. Clasificacion de los flavonoides de acuerdo a su estructura quimica

Nombre Descripcidn Ejemplos
Poseen un grupo hidroxilo en posicién 3 del
Antocianidinas  anillo C, ademas de un doble enlace entre los Antocianidina

carbonos 3y 4 del anillo C.

Flavanos Poseen un grupo hidroxilo en posicion 3 del Catequina
anillo C.
Poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del Diosmetina
Flavonas anillo C y carecen del grupo hidroxilo en Hesperidina
posicion 3 del anillo C. Naringina
Poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del Quercetina
Flavanoles anillo C y un grupo hidroxilo en posicion 3 del Rutina
anillo C. Miricetina

Las flavonas utilizadas en el presente trabajo fueron la hesperidina, naringina y
naringenina, y los flavanoles fueron la quercetina y rutina. La seleccién de estos
compuestos se basé en su abundancia en los citricos, ademas de ser los méas estudiados
en cuanto a sus propiedades farmacolégicas. A continuacion se describen algunas de
sus caracteristicas: °

Naringina

Es una flavona glicosilada (Figura 2) que se extrae de la cascara de algunos
citricos, y es la responsable del sabor amargo que estos poseen. Sin embargo, también
pueden encontrarse en la pulpa de los frutos, hojas, flores y semillas de algunas
plantas.®

OH

e} O
Rutinosa/

OH O
Figura 2. Estructura quimica de la naringina.

Estudios realizados por Pari y Suman*!, han demostrado que la naringina ejerce
efectos antihiperglucemiantes en ratas con diabetes inducida. Ademas, posee la
capacidad de disminuir el estrés oxidativo al aumentar las concentraciones de vitamina
C, vitamina E y glutation en ratas diabéticas.



Naringenina

La naringenina (Figura 3) es una flavona no glicosilada que se extrae de la
cascara de algunos citricos. En estudios realizados por Zygmunt y col.'? se describe su
potencial para incrementar la captacion de glucosa por las células del musculo
esquelético. Este efecto farmacoldgico, es similar al que presenta la insulina, por lo cual
se deduce que los mecanismos de accion de la naringenina e insulina son similares.

OH

HO o

OH O
Figura 3. Estructura quimica de la naringenina.
Quercetina

La quercetina (Figura 4) es el flavonoide mas abundante y ampliamente
distribuido en el reino vegetal. Debido a esto, es uno de los citroflavonoides mas
estudiados, describiéndose en la literatura como una molécula con multiples actividades
biol6gicas o farmacoldgicas, principalmente como antioxidante, protegiendo a las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) de la oxidacién y evitando el dafio ocasionado por

los radicales.'
OH
HO o) O

OH
OH o

Figura 4. Estructura quimica de la quercetina.
Rutina

La rutina (Figura 5) es el glicésido de la quercetina, y es reconocido por su
capacidad de disminuir la permeabilidad capilar. Ademas, estudios en ratas diabetizadas
demostraron que la administracion subaguda de dicho flavonoide ejerce una disminucion
en los niveles de glucosa plasmaética y hemoglobina glucosilada.® ¢
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Figura 5. Estructura quimica de la rutina.
Hesperidina

Es una flavona glicosilada, la cual estructuralmente presenta el anillo de pirano
saturado, y esta unido en el oxigeno del carbono 7 al disacérido rutinosa, tal como se
observa en la Figura 6.’

OH
OCH,4
O O O
Rutinosa”” O

OH ©
Figura 6. Estructura quimica de la hesperidina.

Estudios anteriores, como los realizados por Euhara y colaboradores en el
2010, han demostrado que esta flavona reduce los niveles de glucosa plasmaética,
mediante la modulacién de las enzimas reguladoras de glucosa (glucosa quinasa y
glucosa-6-fosfatasa).'®

Importancia de la determinacidn de citroflavonoides

En la actualidad, el estudio de la biodisponibilidad y farmacocinética de los
citroflavonoides ha tomado gran importancia, debido al desarrollo de la industria de los
fitomedicamentos basada en extractos estandarizados. Desafortunadamente, no ha sido
posible esclarecer la farmacocinética de estos metabolitos secundarios, por lo que los
procesos metabodlicos que proceden a su absorcion aun son objeto de estudio y
debate.*®

Es por ello, que en los ultimos afios se estan desarrollado metodologias que
permitan la determinacién de los citroflavonoides en fluidos biolégicos, siendo la
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE), la técnica analitica mas utilizada
para este tipo de andlisis, debido a las caracteristicas fisicoquimicas de los
citroflavonoides. Ademas, esta técnica permite el andlisis simultaneo de dichos
metabolitos secundarios, lo que representa una ventaja analitica.> 1°



Métodos desarrollados para la determinacion de citroflavonoides por CLAE

En la literatura cientifica se han descrito diferentes métodos analiticos por
cromatografia de liquidos (CLAE) para la cuantificacion de citroflavonoides; en la Tabla
2 se describen las caracteristicas analiticas y cromatogréaficas de los principales métodos
reportados. Se observa que la fase estacionaria utilizada en este tipo de estudios es la
fase reversa, siendo en su mayoria de octadecil (Cis). Esto es debido a que este tipo de
columnas cromatograficas son adecuadas para la separacibn de compuestos
moderadamente polares (citroflavonoides) hasta compuestos apolares. Por otro lado, la
mayoria de los métodos descritos utilizan como fase movil sistemas isocraticos con
disolventes organicos, en combinacion con fases acuosas acidificadas con acido acético
(AcOH) principalmente, lo que favorece que los citroflavonoides eluyan con buena
resolucion.?0 -2’

Tabla 2. Métodos analiticos desarrollados para la determinacion de citroflavonoides por
CLAE.

Flavonoides Columna Fase movil Referencia
Synergy Cis con MeCN:AcOH 0.6% Gonzalez,
Quercetina dimensiones de 150 x 4.6 (90:10) S.A%

mm y particula de 4 um

Chiralcel OD-RH con MeCN:H>0:H3:PO4 Yafez, J. A.
Naringenina  dimensiones 150 x 4.6 mm (30:70:0.04) y col.?
y particula 5 um

Hesperidina Beckman Ultrasphere Cs H,O:MeCN:THF:AcOH Cabanias,
Naringina con dimensiones de 250 x 80:16:3:1 W. A.22
4.6 mm y particula de 5 um

Rutina Merck LiChrospher 100RP A) H20 (pH 3) Fang, F.y
Quercetina  con dimensiones 250 x 4.0 B) MeOH:MeCN col.?®
mm y particula de 5 um (45:55)
Lichrospher RP-18 con A) H20: Ac. Formico Mufioz, O.y
Quercetina  dimensiones de 120 x 4 mm (450:23) col.?*
y particula de 5 um B) MeOH
Eclipse XDR-C5 con A) H>0:AcOH (97:3) Chen, H.y
Quercetina dimensiones de 150 x 4.6 B) MeOH col.?®

mm y particula de 5 um




Tabla 2. Métodos analiticos desarrollados para la determinacion de citroflavonoides por
CLAE (Continuacion).

Flavonoides Columna Fase movil Referencia
Capital C1g con H20:MeCN:AcOH Saeidi, . y
Hesperidina  dimensiones de 250 x 4.6 78:19:3 col.?®

mm y particula de 5 um.

Rutina Kromasil C15 con A) Metanol. Tang, D.y
Quercetina dimensiones de 250 x 4.6 B) A. férmico (0.1 %) col.?’
mm y particula de 5 um.

Por otro lado, se puede observar que en los métodos descritos, solo se lleva a
cabo la determinacion de uno o dos citroflavonoides en un mismo analisis, por lo que el
método desarrollado en el presente trabajo tiene la ventaja de determinar
simultdneamente cinco citroflavonoides (naringina, naringenina, quercetina, rutina y
hesperidina).?°-27

A pesar de que se cuenta con métodos analiticos desarrollados para la
cuantificacién de citroflavonoides (Tabla 2), la gran mayoria de ellos no han sido sujeto
de un proceso de validacion, el cual permita dar certeza de sus resultados. La validacién
de estas metodologias analiticas es de gran importancia, ya que permite su aplicacion
en diferentes areas, por ejemplo, en el entendimiento del transito de farmacos en el
organismo, en la determinacion de la biodisponibilidad de moléculas bioactivas o el
estudio de la bioequivalencia de medicamentos, permitiendo garantizar su
reproducibilidad.?°-27

Métodos de extraccién para la determinacion de citroflavonoides

La extraccion de los citroflavonoides depende en gran medida de la matriz de
la cual se desea extraer dichos compuestos. Por ejemplo, cuando se trabaja con una
matriz sélida se realiza una extracciéon mediante un equipo Soxhlet con metanol, para
extraer los citroflavonoides presentes y posteriormente concentrarlos en un rotavapor
hasta sequedad; mientras que para las muestras liquidas (plasma y/o suero humano o
de roedor) se lleva a cabo mediante una extraccion en fase sélida (EFS), la cual ademas
de permitir concentrar los analitos de interés, permite eliminar las interferencias que
estan presentes en la matriz. En la Tabla 3 se presentan algunas caracteristicas de
métodos de extraccion reportados en la literatura cientifica.? -2



Tabla 3. Métodos de extracciébn para citroflavonoides reportados en la literatura
cientifica.

Flavonoides Matriz Método de Referencia
extraccion
Quercetina Plasma de roedor EFS Gonzaélez, S. A%
Naringenina Orina Liquido — liquido  Yarfiez, J. A. y col.#
Hesperidina Céascara de naranja Soxhlet Cabarias, W. A.%2
Naringina
Rutina Vino Liquido - liquido Fang, F.y col.®
Quercetina
Quercetina Jugo de arandano EFS Chen, H. y col.®
Hesperidina Jugo de lima EFS Saeidi, I. y col.8
Rutina Plasma de roedor Liguido — liquido Tang, D. y col.?”
Quercetina
Quercetina Plasma humano Hidrdlisis Prasain, J.K.y
Naringenina enzimaticay EFS col.?®

Optimizacién

En los ultimos afios, la quimiometria ha sido frecuentemente aplicada en la
optimizacion de métodos analiticos, esto debido a que presenta varias ventajas, tales
como la reduccién del nimero de experimentos que necesitan ser ejecutados, resultando
en una menor cantidad de reactivos consumidos y una disminucién considerable del
trabajo de laboratorio.?°

El disefio de Box-Behnken es un disefio de superficie de respuesta que no
posee un disefio factorial o factorial incrustado. Este disefio tiene combinaciones de
tratamiento que estan en los puntos medios de los bordes del espacio experimental por
lo que requiere al menos tres factores continuos.?

Una de las ventajas del disefio Box-Behnken (DBB) es que suele tener menos
puntos de disefio, o que lo convierte en un disefio menos costoso de realizar, a
comparacion de los disefios centrales compuestos (DCC) con el mismo numero de
factores. Ademas, permite una estimacion eficiente de los coeficientes de primer y
segundo orden. En la Tabla 4 se presenta una comparacion entre el DBB y el DCC,



donde podemos observar que para un mismo numero de factores, el DBB requiere un
menor nimero de experimentos, ademas de poseer una eficiencia superior al DCC.?°

Tabla 4. Comparacién del Disefio Box-Behnken contra el disefio central compuesto.

Factores Numero de experimentos Eficiencia

(K) DCC DBB DCC DBB
2 9 - 0.67 -

3 15 13 0.67 0.77
4 25 25 0.60 0.60
5 43 41 0.49 0.61
6 77 61 0.36 0.46
7 143 85 0.25 0.42
8 273 113 0.16 0.40

En la literatura podemos encontrar trabajos como los realizados por Silvana, G.
y col. en el que utilizan un DBB para la optimizacién de un método de extraccion que
permite la extraccion simultdnea de cinco flavonoides para su posterior analisis por
CLAE, en dicho trabajo se obtuvo un porcentaje de recuperacion promedio mayor al 80
% y una DER menor al 6 %. Esto, demuestra la eficiencia del DBB y su aplicabilidad para
la optimizacién de metodologias analiticas, mostrando ademas una ventaja estadistica
a comparacion de los DCC.*°

Validacion de métodos analiticos

La validacion de un método analitico se define como el proceso mediante el cual
se pretende demostrar, con evidencia experimental documentada, que dicho método
cumple con el propdsito para el que fue disefiado. Cualquier método analitico, antes de
ser utilizado, debe ser validado, principalmente aquellos que se aplican a la
cuantificacion de farmacos o metabolitos en fluidos biolégicos. En la Tabla 5 se
representan los pardmetros que son considerados cuando se pretende llevar a cabo el
proceso de validacion, segun indica la Association of Official Analytical Chemists
(AOAC).31. 32

Tabla 5. Parametros evaluados en la validacion de un método analitico.®!

Pardmetro Definicion
Selectividad Capacidad de un método para cuantificar exactamente un analito
en presencia de una o mas interferencias.

Linealidad Habilidad del método para obtener resultados de la prueba
proporcionales a la concentracién del analito.
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Tabla 5. Parametros evaluados en la validacion de un método analitico (Continuacion).3!

Parametro Definicion
Limite de Menor concentracién del analito en una muestra que puede
deteccién detectarse, pero no necesariamente cuantificarse bajo las

condiciones establecidas del método.

Limite de Concentracién mas baja del analito que puede ser determinada con
cuantificacion un nivel aceptable de precision, repetibilidad, y veracidad bajo las
condiciones establecidas del método.

Precision Grado de concordancia entre resultados obtenidos en mediciones
repetidas de un mismo objeto bajo condiciones especificas.

Exactitud Proximidad de concordancia entre el resultado de una medicion y el
valor de referencia aceptado.

Robustez Capacidad del método para mantenerse sin cambios ante
pequenfias, pero deliberadas variaciones en los parametros del
método.

Para el estudio farmacologico de las moléculas o medicamentos, es
indispensable contar con métodos analiticos validados que permitan llevar a cabo
estudios de biodisponibilidad y farmacocinética, ya que a partir de estos estudios se
toman decisiones importantes a la hora de la fabricacion o en el desarrollo de nuevos
farmacos. Un claro ejemplo de la importancia de contar con métodos analiticos validados
es el estudio de los citroflavonoides (naringenina, naringina, quercetina, rutina y
hesperidina), ya que dichos compuestos han demostrado poseer actividades
farmacoldgicas relevantes principalmente en estudios relacionados con la diabetes e
hipertension; sin embargo, hasta la fecha no se ha reportado en la literatura una
metodologia analitica que permita la cuantificacion simultanea de estos compuestos en
plasma de murino para establecer los parametros farmacocinéticos (biodisponibilidad,
vida media biol6gica, volumen de distribucion, etc.) de dichos compuestos.3 34

En la tabla 6, se observan algunos métodos cromatograficos reportados en la
literatura que han sido desarrollados y validados para la determinacion de flavonoides
en muestras biolégicas (sangre, suero y orina). A diferencia de estos, el método
cromatogréfico desarrollado en el presente trabajo determinara cinco flavonoides de
manera simultanea, ademas de poseer una adecuada linealidad, precision y exactitud
de acuerdo a los lineamientos de la AOAC.?" 3 -37
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Tabla 6. Resultados de la validacion de métodos analiticos utilizados para estudios

farmacocinéticos.

Flavonoide Linealidad Precisiéon  Exactitud LC Referencia
(hg/mL) (DER) (%) (hg/mL)
Rutina 1.2-20.2 2.1 81l.1 0.4 Tang, D.y
Quercetina 1.2-20.2 4.5 80.1 0.02 col. %
Naringina 2-50 9.3 91.2 0.007 Xiuling, L.y
Hesperidina 2-50 13.7 93.0 0.007 col.®
Hesperidina 50 — 1200 3.2 98.6 0.005 Feras, |. K. y
Naringenina 50 — 1200 3.3 98.1 0.005 col.%®
Naringina 0.017 - 0.203 3.8 93.2 0.0169 Kazuo, |. y
Naringenina  0.034 — 0.168 4.3 97.8 0.0334 col.¥

Estudios farmacocinéticos

La farmacocinética estudia los procesos fisioldgicos que determinan la cantidad
de farmaco presente en el organismo que es necesaria para desencadenar una
respuesta farmacoldgica. Para ello se requiere un andlisis de las concentraciones de
farmacos y la distribucién de sus metabolitos en fluidos biolégicos. La farmacocinética
se divide en cinco etapas, mismas que permiten el estudio sistematico del transito del
farmaco en el organismo, las cuales se explican en la Tabla 7.38 3

Tabla 7. Etapas del proceso farmacocinético.

Etapa Definicion
Liberacién Es el proceso por el cual el medicamento ingresa al organismo.
Adsorcién Comprende la entrada de los farmacos en el organismo, desde el

Distribucion

Biotransformacion

Excrecién

sitio de administracion hasta que este puede acceder a la
circulacion.

Es el proceso mediante el cual los farmacos acceden a los
organos diana y aquellos encargados de su excrecion.

Son las transformaciones quimicas que sufrird el principio activo
del farmaco para facilitar su eliminacion.

Es el proceso en el que el farmaco es eliminado del organismo
por diferentes vias.
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El estudio de la farmacocinética de los flavonoides es un asunto de interés
debido a que permitird entender su influencia sobre las actividades farmacoldgicas. El
proceso que sufren los flavonoides después de entrar al organismo se ha entendido de
manera parcial, sin embargo, debido a la diversidad estructural de estos, asi como sus
diversas caracteristicas quimicas, la farmacocinética de los flavonoides no se encuentra
totalmente esclarecida, por lo que los procesos metabdlicos que proceden a su absorcion
aun son objeto de estudio y debate.

Farmacocinética de los flavonoides

En la Tabla 8 se mencionan los pardmetros farmacocinéticos de algunos
flavonoides descritos en la literatura, donde es posible observar diferencias para los
mismos tipos de compuestos. Esta variabilidad, es algo comin en los estudios
farmacocinéticos, debido a que existen una gran cantidad de factores que no pueden ser
controlados a la hora de llevar a cabo el estudio, y que al final terminan perjudicando en
los resultados obtenidos. Debido a esto, el contar con una metodologia analitica validada
y que posea una adecuada precision y exactitud es de gran importancia, ya que esto

permitird no adicionar una mayor variabilidad durante los estudios farmacocinéticos.*®-
47

Tabla 8. Parametros farmacocinéticos de los flavonoides reportados en la literatura,
después de una administraciéon oral de estos.

Flavonoide Crax tmax ABC T Ke Referencia
(ng/mL) (h) (ng*h/mL)  (h) (h™)
Quercetina 314.8 4.2 2131 8.4 - Bin, D. y col.**
Naringina 279.1 0.28 745.4 9.45 0.079
Hesperidina 17.04 0.25 23.41 3.17 0.245 Tong, L.y col.*
Naringenina 1088 0.42 7597 4.43 0.159
Rutina 51.65 0.26 85.34 1.19 0.77 He, J. y col.®®
Quercetina 132.58 0.18 755.03 6.09 0.12
Rutina 397.66 60 30.84 34.44 0.0201 Chang, L.y
Quercetina 342.1 600 426.38 448.17 0.0016 col.*
Naringenina 46.0 0.24 89.4 2.07 - Yu, X.y col.*®

Nota: Cmax = Concentracion méxima, tmax = tiempo en el que se alcanza la concentracién maxima,
ABC = area bajo la curva, ti2 = tiempo de vida media, Ke = constante de eliminacion.
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Todos los datos obtenidos de la Tabla 8 corresponden a estudios
farmacocinéticos realizados después de llevar a cabo la administracion de los
flavonoides por via oral, lo que demuestra que los flavonoides glicosilados (Naringina,
Hesperidina y Rutina) no seran hidrolizados completamente al estar en contacto con el
acido estomacal, ya que una fraccion de estos sera absorbido inalteradamente.*®~47

Por otro lado, segln lo descrito por Tong, L. y col.*2, los flavonoides glicosilados
(Naringina y Hesperidina), tuvieron una menor area bajo la curva (ABC) que el flavonoide
no glicosilado (Naringenina), por lo cual se puede deducir que los flavonoides
glicosilados presentan una menor biodisponibilidad oral a comparacion de los
flavonoides no glicosilados.**
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OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar y validar una metodologia analitica que permita la extraccion y cuantificacion
simultdnea de cinco citroflavonoides (naringina, naringenina, quercetina, rutina y
hesperidina) en plasma de murino utilizando CLAE.

Objetivos particulares

1. Disefar un método analitico por CLAE que permita la elucién y separacion de los cinco
flavonoides de interés.

2. Desarrollar un método para la extraccion simultdnea de los cinco flavonoides de
interés.

3. Optimizar el método de extraccion desarrollado.

4. Validar el método analitico desarrollado de acuerdo a los lineamientos establecidos
por la AOAC.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales y reactivos

Los reactivos empleados fueron Metanol (MeOH) y Acetonitrilo (ACN) grado
HPLC (J. T. Baker, EUA), agua desionizada tipo | (18 MQ-cm) obtenida por un sistema
de filtracion E-pure (Thermo Scientific, EUA). Los estandares de flavonoides utilizados
eran de la marca Sigma Aldrich (México), de pureza grado estandar analitico, como se
muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Porcentaje de pureza de los estandares utilizados.

Flavonoide Porcentaje de pureza (%)
Naringina 95
Naringenina 95
Rutina 90
Hesperidina 80
Quercetina 95

Método cromatogréfico

Se utiliz6 un equipo CLAE marca Agilent Technologies 1200 Series (San José,
CA, EUA) equipado con detector de arreglo de diodos e inyector automatico. Se empled
como fase estacionaria, una columna Phase Sep Spherisorb de Cis, con dimensiones
de 250 mm de longitud x 4.6 mm de diametro interno y un tamafio de particula de 5 pm.

La fase movil consistié en HsPO4 al 1% (A), metanol (B) y Acetonitrilo (C); con
un flujo de 1.3 mL/min. Se utiliz6 un sistema de disolventes en condiciones de gradiente,
el cual se presenta en la Figura 7 y la Tabla 10. El volumen de inyeccion fue de 10 L, y
la temperatura del termostato fue de 30 °C, con un tiempo de post corrida de 5 minutos.
Para llevar a cabo la deteccién de los flavonoides se trabaj6 a 256, 284 y 370 nm, debido
a que a dichas longitudes de onda estos compuestos presentan una mayor absorbancia,
lo que permite mejorar la sensibilidad del método analitico, asi como mejores limites de
deteccidn y cuantificacion.

Tabla 10. Gradiente utilizado para la separacion cromatografica de los flavonoides.

Minuto % A % B % C
0 85 12 3
8 55 40 5
18 34 60 6
20 0 90 10
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Figura 7. Gradiente utilizado para la separacion de los flavonoides.

Extraccion del plasma de murino

Para la obtencidn de plasma se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un
peso aproximado de 200 — 250 g, las cuales fueron criadas en bioterio, mantenidas en
condiciones controladas de luz, temperatura y humedad; fueron alimentadas con Zeigler
Rodent® y agua potable a libre acceso.

Los roedores fueron anestesiados con pentobarbital, utilizando una jeringa para
insulina de 1mL. Posteriormente, mediante puncién cardiaca, se obtuvieron las muestras
de sangre, las cuales se almacenaron en ultracongelacién (-80 °C) hasta su uso. La
manipulacion, almacenamiento y manejo de los animales de experimentacion se llevo
acorde a las normas descritas en la Ley de Regulacién Federal para el Manejo y
Experimentacion de Animales, emitida por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) segun la norma oficial mexicana
(NOM-062-Z00-1999).

Finalmente para la obtencién del plasma, las muestras sanguineas se
centrifugaron a 3200 r.p.m. durante 15 min.

Comparacion de metodologias de extraccion

Se compararon tres metodologias de extraccién para determinar cual obtenia
los mejores porcentajes de recobro, la seleccion de las técnicas evaluadas se llevo a
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cabo de acuerdo a lo reportado en la literatura para trabajos similares al desarrollado en
el presente trabajo. Las metodologias implementadas fueron las siguientes:

e Extraccion en fase solida.
e Precipitacion de proteinas.
e Extraccion liquido — liquido.

La comparacion de los porcentajes de recobro obtenidos de cada metodologia
se llevd a cabo mediante el andlisis de varianza (ANOVA) con un intervalo de confianza
del 95 %. A continuacion, se describen cada una de estas metodologias.

Extraccion en fase solida (EFS)

Se utilizaron cartuchos de Cis (con 1000 mg de fase estacionaria y volumen de
6 mL) y un sistema de vacio multiple con control de presion. El proceso de EFS consisti
en la activacion y acondicionamiento de la fase estacionaria, posteriormente la adicion
de la muestra, lavado para la eliminacion de interferencias de la matriz y finalmente la
elucion de los citroflavonoides (Tabla 11). Para el desarrollo del método de extraccion,
se utilizé plasma de murino fortificado con los flavonoides para tener una concentracion
final de 20 pg/mL en un volumen de 5 mL.

Tabla 11. Condiciones para la extraccion en fase sélida de los flavonoides en plasma de
murino.

Procedimiento Metodologia de extraccién
Activacion 5 mL de MeOH
Acondicionamiento 5 mL de buffer de fosfatos (pH 7)
Adicion de la muestra 500 pL de plasma de murino
Lavado 1 mL de buffer de fosfatos (pH 7)
Elucién 4 mL de MeOH/DMSO (9:1)

Precipitacion de proteinas (PP)

En un tubo cénico de 15 mL para centrifuga, se colocaron 500 uL de plasma de
murino, los cuales fueron fortificados con flavonoides para obtener una concentracion
final de 20 pg/mL en un volumen de 5 mL. Posteriormente se adicionaron 4 mL de
MeOH/DMSO (9:1) y se agit6 vigorosamente la mezcla obtenida durante un minuto con
el empleo de un vortex; finalmente la muestra se centrifugé a 4500 r.p.m. durante 5
minutos. El sobrenadante se transfiri6 a un matraz aforado de 5 mL, y se completo el
aforo con MeOH/DMSO (9:1), para finalmente realizar el analisis por CLAE.

Extraccion liquido — liquido (ELL)

En un tubo cénico de 15 mL se colocaron 500 pL de plasma de murino el cual
fue fortificado con los flavonoides para obtener una concentracion final de 20 pg/mL en
un volumen de 5 mL. Posteriormente se adicionaron 5 mL de buffer de fosfato a pH 7, y
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se realiz6 la extraccion liquido — liquido con 8 mL de acetato de etilo. Se transfirio la fase
organica a un matraz balén y se evaporé totalmente con ayuda de un rotavapor; la
muestra se reconstituyé con 5 mL de MeOH/DMSO (9:1) para finalmente realizar el
andlisis por CLAE.

Seleccidn de variables para la optimizacion de la EFS

La seleccion de las variables que se utilizaron para la optimizaciéon del método
de extraccion se realiz6 con la ayuda de un disefio Placket y Burman, en la Tabla 12 se
muestran las variables evaluadas y sus respectivos valores. En la Tabla 13, se muestra
el disefio Placket y Burman utilizado.

Tabla 12. Variables empleadas en el disefio Placket y Burman utilizadas para la
seleccion de las variables que se emplearon en la optimizacion de la EFS.

Variable -1 +1
pH 3 7
% DMSO 0% 20 %
Volumen de buffer 3mL 7 mL
Volumen de elucién 3mL 5mL
Volumen de lavado 1mL 5mL
Cartucho 200 mg 1000 mg

Tabla 13. Disefio Placket y Burman utilizado en la seleccion de las variables que se
emplearon para la optimizacion de la EFS.

pH % DMSO Volumen Volumen Volumen Cartucho
de buffer de elucién  delavado
1 -1 1 1 -1 1
-1 1 1 -1 1 -1
1 -1 1 -1 -1 -1
1 1 1 -1 1 1
-1 -1 -1 1 1 1
1 -1 -1 -1 1 1
-1 1 -1 -1 -1 1
-1 -1 1 1 1 -1
-1 -1 -1 -1 -1 -1
1 1 -1 1 -1 -1
1 1 -1 1 1 -1
-1 1 1 1 -1 1
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Optimizacién del método de extraccion en fase sélida (EFS)

La optimizacion del método de extraccion, se realiz6 con plasma de roedor
fortificado a una concentracion de 1 pg/mL, debido a que dicha concentracion representa
la concentracion real que se utilizara en los estudios farmacocinéticos. Para llevar a cabo
la optimizacion, se decidi6 aplicar un disefio de superficie de respuesta: Box — Behnken,
en el cual se evaluaron las variables mostradas en la Tabla 14.

Tabla 14. Variables empleadas en el disefio Box — Behnken para la optimizacion del
método de EFS.

Factores -1 0 1
pH 3 5 7
Volumen del buffer 3mL 5mL 7 mL
Cartucho 200 mg 500 mg 1000 mg

En la Tabla 15, se representa el disefio Box — Behnken utilizado para la
optimizacion del método de extraccion por extraccion en fase sélida. Cada uno de los
experimentos se llevé a cabo por triplicado.

Tabla 15. Disefio Box — Behnken utilizado para la optimizacion del método de EFS.

pH Volumen de buffer Cartucho
-1 0 -1
0 1 1
1 0 -1
0 1 -1
1 1 0
-1 0 1
0 -1 -1
1 -1 0
-1 -1 0
0 -1 1
-1 1 0
1 0 1
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
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Validacién analitica

La validacion del método analitico desarrollado en el presente trabajo se realizé
utilizando como base los lineamientos establecidos por la AOAC (Association of Official
Analytical Chemists).

Linealidad instrumental

Se prepararon tres curvas de calibracion en MeOH/DMSO (9:1) a cinco niveles
(0.5, 1.5, 3, 5y 7.5 pg/mL) las cuales se inyectaron al CLAE en tres tiempos diferentes
(en la mafiana, al medio dia y en la noche). Este procedimiento se repitié durante tres
dias diferentes para obtener las variaciones interdia. Con los resultados obtenidos, se
establecié la linealidad mediante un modelo lineal de primer orden, expresando la
ecuacion de la recta, asi como el coeficiente de determinacion lineal (R?).

Repetibilidad instrumental

A partir de los valores obtenidos de las tres curvas de calibracién a los cinco
niveles (0.5, 1.5, 3, 5y 7.5 ug/mL), se determind la desviacién estandar residual (DER)
del método cromatografico desarrollado. Este proceso fue repetido durante tres dias
diferentes con la finalidad de determinar la repetibilidad instrumental intradia.

Repetibilidad del Método

Se fortificé el plasma a tres concentraciones diferentes (1, 4 y 7 ug/mL) a partir
de una solucion madre de 100 ppm que contenia los flavonoides de interés.
Posteriormente se realizé el proceso de extraccion de la muestra, y se inyect6 al
cromatografo de liquidos. Se calculd la DER intradia e interdia y se determiné el
porcentaje de desviacion con respecto a la media para cada ensayo.

Exactitud con la prueba de afiadido recuperado

Se prepararon tres curvas de calibracion a cinco niveles, y se fortificaron tres
muestras de plasma a tres concentraciones diferentes (1, 4 y 7 pg/mL), todas ellas a
partir de una solucién madre de 100 pg/mL que contenia los flavonoides. Se integré el
area de los puntos de la curva de calibracion, y se compar6 con los del plasma fortificado,
para finalmente calcular el porcentaje de recuperacion del plasma fortificado.
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Limite de deteccidn y cuantificacién

El limite de deteccion y cuantificacion se evalué preparando tres curvas de
calibrado de cinco niveles (0.5, 0.75, 1, 1.25y 1.5 pg/mL). Con estos datos se determiné
el valor promedio del blanco por extrapolacion, asi como la desviacion estandar de la
sefial del blanco, esto con la finalidad de determinar el limite de deteccién y
cuantificacion experimentales, basandonos en las siguientes ecuaciones:

Ecuacion para el limite de deteccion (LD)
LD = XBI + 3531
Ecuacion para el limite de cuantificacion (LC)

LC = XBI + 10531

Donde:
Xgi = Valor promedio del blanco.

Sk = Desviacion estandar de la sefial del blanco.

Robustez del método cromatografico

Para la determinacién de la robustez del método cromatogréfico se utilizé el
disefio experimental de Placket y Burman. Las variables que se estudiaron se
encuentran representadas en la Tabla 16, asi como los respectivos valores de cada
variable. Por otro lado, en la Tabla 17 se representa el disefio de Placket y Burman
utilizado para la determinacion de la robustez.

Tabla 16. Variables empleadas en el disefio de Placket y Burman para la evaluaciéon de
la robustez del método cromatogréfico.

Variables -1 +1
H3PO4 0.5% 1.5%
Temperatura 25°C 35°C
Flujo 1.1 mL 1.5mL
Vol. Inyeccién 9.5 uL 10.5 uL
Longitud de onda -5nm +5nm
DMSO 0 % 20 %

Nota: EI DMSO (Dimetilsulfoxido) es utilizado para disolver los estdndares en el metanol.
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Tabla 17. Disefio Placket y Burman utilizado para evaluar la robustez del método
cromatogréfico.

H3sPO4 Temperatura Flujo Vol. Longitud DMSO
Inyeccion de onda
1 -1 1 1 -1 1
-1 1 1 -1 1 -1
1 -1 1 -1 -1 -1
1 1 1 -1 1 1
-1 -1 -1 1 1 1
1 -1 -1 -1 1 1
-1 1 -1 -1 -1 1
-1 -1 1 1 1 -1
-1 -1 -1 -1 -1 -1
1 1 -1 1 -1 -1
1 1 -1 1 1 -1
-1 1 1 1 -1 1

Estudio farmacocinético

Con la finalidad de demostrar la aplicabilidad del método cromatografico se
determiné la biodisponibilidad oral de los citroflavonides hesperidina y naringenina.

Para ello se emplearon ratas normoglucémicas de la cepa Wistar, con un ayuno
de 16 horas a las cuales se les administré por via intragastrica (IG), una dosis de 75
mg/kg de hesperidina y naringenina (4:3) disuelta en 1.5 mL de solucion salina fisiolégica
(SSF), utilizando para ello un catéter urinario marca Kendall DOVER® ROB-NEL®
tamafio FR 8 y longitud de 16”. Es importante aclarar que durante el presente trabajo se
empled el término “biodisponibilidad oral” aun cuando la administraciéon fue por via IG,
esto es debido a las caracteristicas de la administracion oral, la cual conlleva amplios
errores en la dosificacion homogénea del grupo experimental.

Todas las muestras sanguineas se tomaron por puncién cardiaca. Los tiempos
de recoleccion de muestras fueron 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 240, 360,
420 y 480 min post-administracion. Se utilizaron tres ratas por tiempo, para hacer un total
de 45 ratas para el grupo experimental. Estos tiempos se seleccionaron acorde a un
estudio previo realizado en el Laboratorio de Farmacologia (FQ-UADY).

Para la obtencién del plasma, las muestras sanguineas se centrifugaron a 3200
r.p.m. durante 15 min. A partir de estas muestras se cuantifico la hesperidina y la
naringenina libre por el método desarrollado en el presente trabajo.
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Una vez obtenidos los resultados del estudio farmacocinético, los datos se
analizaron con la ayuda del programa WinNonlin 2.0®, esto con la finalidad de obtener
los parametros farmacocinéticos de estos dos flavonoides. Los parametros que se
determinaron los siguientes:

¢ Constante de eliminacion (Ke).

e Constante de absorcién (Ka).

e Concentracion maxima (Cmax)-

¢ Tiempo en el que se alcanza la concentracion maxima (tmax).
¢ Vida media (ti).

e Area bajo la curva (ABC ¢ — t).

25



26



RESULTADOS Y DISCUSIONES
Sistema de elucién

El sistema de eluciobn cromatografico inicié con un gradiente de elucion con
elevada proporcion de la fase acuosa, con la intencibn de aumentar el factor de
capacidad (k’) de los analitos, y finalizd con 90 % de fase organica, lo que permitio la
elucion de los analitos menos polares. En la Tabla 18 puede observarse la existencia de
una relacion directamente proporcional del nimero de platos tedéricos con k’, dicha
relacion determina el orden de elucion de los citroflavonoides, donde eluyeron, en
primera instancia, los compuestos glicosilados (naringina, hesperidina y rutina), y
finalmente los no glicosilados (naringenina y quercetina).

En la Tabla 18 se enlistan los tiempos de retencion para cada uno de los
flavonoides. Ademas se puede observar que todos los picos correspondientes a los
flavonoides poseen buena simetria, ya que presentaron valores por encima de 0.8.
Adicionalmente, pudo obtenerse una retencion relativa (a) de 1.04 para la naringina y la
hesperidina, y una resolucion (Rs) de 1.53, hecho que indica la existencia de una
adecuada separacion entre estos dos componentes.

Tabla 18. Parametros cromatogréficos de los flavonoides.

Flavonoide Tr(Minutos) N K’ Simetria
Naringina 10.97 61839 5.67 0.909
Hesperidina 11.40 79635 5.94 0.861
Rutina 12.34 75878 6.48 0.837
Naringenina 14.09 78457 8.08 0.809
Quercetina 16.16 87715 8.87 0.812

El método cromatogréafico desarrollado, a comparacion de los que se reportan
en la literatura (Tabla 2), posee la ventaja de lograr la elucién y separacion de los cinco
flavonoides (Figura 8). Ademas, se logro reducir el tiempo de corrida en un tercio, ya que
los métodos previamente descritos requieren tiempos mas prolongados (30 a 50
minutos) para lograr la elucién y separacién de una menor cantidad de flavonoides. Esto
se logré, gracias al sistema de elucién en gradiente que permitié la separacién, asi como
una resolucion y simetria en los picos igual o superior a los métodos previamente
descritos en la literatura.
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Figura 8. Cromatograma de la elucién de la mezcla de estandares disueltos en
MeOH/DMSO (9:1).

Comparacion de metodologias de extraccion

Para la evaluacion de las diferentes metodologias de extraccion (Tabla 19), se
determiné con un 95 % de confianza la existencia de diferencias significativas (p<0.05)
entre cada una de las medias, observando que la EFS presenta el mejor porcentaje de
recobro promedio con un 82.85 % y la ELL, la de menor porcentaje de recobro promedio,
con un 41.94 %. De acuerdo con el error estandar, la EFS demostré tener mejor precision
y reproducibilidad a diferencia de la ELL, la cual present6 un intervalo de valores entre
17.88 y 80.58 % de recuperacion. El grafico de minima diferencia significativa (Figura 9),
corrobora la existencia de diferencia significativa entre la EFS y la ELL.

Tabla 19. Resultados obtenidos de la comparacion del porcentaje de recuperacion de
las diferentes metodologias de extraccion.

Flavonoide EFS % ELL % PP %
Naringina 88.47 17.88 83.60
Hesperidina 90.82 19.76 79.15
Rutina 77.97 22.46 68.43
Naringenina 85.44 80.58 74.84
Quercetina 71.54 69.01 59.71
Promedio 82.85 41.94 73.15
DE 0.0796 0.3032 0.0937

Nota: EFS = Extraccion en fase solida; ELL = Extraccion liquido — liquido; PP = Precipitacion de
proteinas.
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Figura 9. Gréfica de minima diferencia significativa, que compara las medias de los
diferentes métodos de extraccion.

La ELL presenté menor precision y exactitud de los tres métodos comparados,
debido a que los flavonoides glicosilados, como la naringina, hesperidina y rutina,
presentaron porcentajes de recobro menores al 23%, mientras que los no glicosilados
presentaron valores mayores al 65%. Esto, puede observarse en la grafica de minima
diferencia significativa de la hesperidina y de la naringenina (Figura 10 y 11
respectivamente).

Este comportamiento, es debido a que los flavonoides glicosilados (como la
hesperidina), al tener en su estructura molecular al disacarido rutinosa, éste le confiere
una mayor polaridad, a comparacién de los flavonoides no glicosilados (como la
naringenina); motivo por el cual se presenta esta variabilidad en los resultados obtenidos
por el método desarrollado. Otros trabajos, como el descrito por Zhang, K. y Col.*,
presentaron un recobro promedio del 79.3% utilizando la ELL, sin embargo esto debido
a que fueron utilizados unicamente flavonoides no glicosilados.
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Figura 10. Grafica de minima diferencia significativa, que compara las medias de los
diferentes métodos de extraccion para la hesperidina.
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Figura 11. Gréfica de minima diferencia significativa, que compara las medias de los
diferentes métodos de extraccion para la naringenina.

La PP, a pesar de arrojar mejores resultados con respecto a la ELL y no mostrar
diferencias significativas con la EFS (Figura 9), presentdé menor precision y exactitud
promedio. Esto se puede deber a que una fraccion de los flavonoides se precipitdé con
las proteinas al momento de centrifugar las muestras. El mas claro ejemplo de este
fendmeno puede observarse en el grafico de minima diferencia significativa de la
quercetina (Figura Al, anexo 1), el cual fue el flavonoide que presentd el menor
porcentaje de recuperacion al utilizar la PP como método de extraccion, obteniendo
incluso un mayor porcentaje de recuperacion al utilizar la ELL.

La EFS presento6 los mejores resultados entre las metodologias comparadas,
debido a que antes de adicionar la muestra al cartucho de Cis esta se diluyé en 5 mL de
buffer de fosfato a pH 7, lo que permitié que el factor de capacidad de los flavonoides
aumente, favoreciendo que éstos se retengan en la fase estacionaria. En la literatura,
este es el método de extraccion mayormente utilizado; trabajos como los de Xiuling L. y
col.® y Kazuo 1. y col.*® reportan porcentajes de recobro promedio de 91.2% y 95.5%
respectivamente, lo que corrobora a dicha técnica como la mas indicada de las tres que
se evaluaron.

Seleccion de las variables para la optimizacion

En la Figura 12 se representan los resultados obtenidos del disefio Placket y
Burman utilizado para determinar las variables del método de extraccidn que se
utilizaron para la optimizacion de este, seleccionando las 3 variables que tuvieron mayor
efecto significativo sobre el porcentaje de recuperacion promedio de los flavonoides. En
la Figura 12, podemos observar que el pH y la cantidad de fase estacionaria que contiene
el cartucho, son los factores que afectan significativamente el porcentaje de
recuperacion.
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Figura 12. Diagrama de Pareto obtenido del disefio Placket y Burman de la seleccién
de las variables para la optimizacién del método de EFS.

Con base a lo mencionado anteriormente y a lo observado en la Figura 12, se
decidid que los factores determinantes para optimizar la EFS son: 1) el pH del buffer en
el que se lleva a cabo la dilucion de la muestra y el acondicionamiento de la fase
estacionaria, 2) la cantidad de fase estacionaria y, 3) el volumen de buffer necesario para
diluir la muestra.

Optimizacién del método de extracciéon en fase solida (EFS)

En la Figura 13, se representa el diagrama de Pareto, obtenido de la
optimizacion del método de extraccibn mediante el disefio Box — Behnken. En este
podemos observar que el factor que tiene mayor efecto significativo sobre el porcentaje
de recuperacién de los flavonoides es el pH del buffer. También, podemos observar que
el pH afecta de forma negativa nuestra respuesta, lo que indica que mientras mas
aumentemos el pH, el porcentaje de recuperacién de los flavonoides sera menor, y por
el contrario, si trabajamos a un pH menor a 5 (nuestro punto central), el porcentaje de
recuperacion sera mayor.

El efecto mencionado anteriormente se debe a que si trabajamos a un pH mayor
de 5, los flavonoides presentan desprotonacion de sus grupos —OH, lo que da lugar a la
formacion de especies con carga negativa. Dicha carga hara que las moléculas
aumenten su solubilidad en el agua, impidiendo que esta se retenga en el cartucho de
Cis. Caso contrario ocurre a un pH menor de 5, en el que los flavonoides no presentan
carga en su estructura, lo que contribuye a una mayor retenciéon en el cartucho, y por
consecuencia, un mayor porcentaje de recuperacion.
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Figura 13. Diagrama de Pareto obtenido de la optimizacion del método de EFS.

De la optimizacién del método también se obtuvo el grafico de superficie de
respuesta (Figura 14), en el cual podemos observar como el porcentaje de recuperacion
aumenta conforme el pH del buffer de fosfatos disminuye. De igual forma, es posible
observar un maximo de recuperacion (del 90 — 91.5 %) a un pH cercano a 3 (-1) y a un
volumen de buffer de fosfatos cercano a 5 mL (0). Para poder determinar las condiciones
de extraccion exactas que dan lugar al maximo porcentaje de recuperacién, es necesario
analizar la ecuacién de la regresion que se ajusta a los datos.

78.0-79.5
79.5-81.0
81.0-82.5
82.5-84.0
84.0-85.5
85.5-87.0
87.0-88.5
88.5-90.0
90.0-91.5

% R
'l

Figura 14. Grafico de superficie de respuesta de la optimizacion del método de EFS.

La ecuacion 1 describe el comportamiento de la respuesta conforme cambia el
valor de cada una de las variables evaluadas. Donde, X;representa el pH, X; la cantidad
de buffer de fosfato utilizado, y X3 la cantidad de fase solida del cartucho.

% R = 87.9358 — 4.5136X1 — 0.00324698X> + 1.63721Xs — 2.64922X,? — 1.34997X1Xz +
1.92685 X1X3 — 1.21294X,? — 2.75091X2Xs + 4.92494X5?
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Con la finalidad de encontrar los valores que corresponden al punto 6ptimo de
la extraccién, se llevd a cabo las derivadas parciales para cada una de las variables
estudiadas, obteniéndose las siguientes ecuaciones:

d
d% = — 4.5136 — 5.29844x, — 1.34997x, + 1.92685x,
1
dy
- —0.00324698 — 1.34997x, — 2.42588x, — 2.75091x5
2
dy
o 1.63721 4 1.92685x%, — 2.75091x, + 9.84988x,
3

Posteriormente, se resolvid el sistema de ecuaciones lineales de 3 incognitas
con la finalidad de obtener los puntos Gptimos teéricos. En la Tabla 20 se representan
los resultados obtenidos al resolver el sistema de ecuaciones, si comparamos los
resultados obtenidos en la Tabla 20 con la Figura 14, podemos observar que los puntos
optimos corresponden al maximo del grafico de superficie de respuesta.

Tabla 20. Puntos 6ptimos obtenidos a partir de la resolucion del sistema de ecuaciones.

Factor Variable codificada Variable natural
pH -0.90496 3.19
Volumen de buffer 0.37214 5.74
Cartucho 0.11475 557.37

Linealidad instrumental

La linealidad se evalué para cada analito mediante un modelo lineal de primer
orden (y = mx + b) por suma de minimos cuadrados, para expresar la ecuacion de la
recta, asi como el coeficiente de determinaciéon (R?). A simple vista (Figura 15) se
observa un incremento proporcional a la concentracién, que de acuerdo con la ecuacion
de la recta y R?(Tabla 21), se determin6 que los valores se aproximan a un modelo de
primer orden mayor a un 99%, por lo que se deduce que el método es lineal para los 5
flavonoides, segun los parametros de validacion de la AOAC, con un intervalo dindmico
para cada flavonoide entre 0.5 a 7.5 pg/mL.

Tabla 21. Resultados de los estudios de linealidad del método cromatografico.

Flavonoide Ecuacién de larecta R?
Naringina Y =11.893X — 0.6756 0.9983
Hesperidina Y = 16.2X — 0.4822 0.9966
Rutina Y =11.867X — 1.3267 0.9983
Naringenina Y =54.76X — 0.8822 0.9988
Quercetina Y =19.244X — 0.3756 0.9984
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Figura 15. Curvas de calibracion de los flavonoides.

Limite de deteccién (LD) y limite de cuantificacion (LC)

Los LD y LC fueron calculados para cada flavonoide con base a la desviacion
estandar residual de la recta y la pendiente (Tabla 22), encontrandose entre 0.02 a
0.10 pg/mL y 0.04 a 0.19 pg/mL, respectivamente.

Tabla 22. Resultados obtenidos de los estudios del limite de deteccién y cuantificacion.

Flavonoide LD (ug/mL) LC (ug/mL)
Naringina 0.06 0.13
Hesperidina 0.06 0.15
Rutina 0.10 0.19
Naringenina 0.02 0.04
Quercetina 0.02 0.05

Si comparamos los LD y LC obtenidos con los reportados en la literatura (Tabla
23), podemos observar que estos se encuentran dentro del mismo rango de valores, ya
que los LD reportados van de 0.01 a 0.20 pg/mL, mientras que los LC de 0.02 a
0.67 pg/mL. Ademas, el método desarrollado en el presente trabajo posee la ventaja
analitica de poder determinar una mayor cantidad de flavonoides en un solo analisis.
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Tabla 23. Limites de deteccion y cuantificacion para flavonoides en trabajos previos
utilizando DAD.

Flavonoide LD (ug/mL) LC (ug/mL) Referencia
Quercetina 0.15 0.50 Gonzales, S. A.%°
Rutina 0.10 0.40 Tang, D. y col.?’
Quercetina 0.01 0.02
Rutina 0.20 0.67 Chen, S.y col.#’
Quercetina 0.03 0.11
Hesperidina 0.03 0.10
Naringina 0.02 0.08 Behruz, B. y col.®®
Naringenina 0.04 0.12

Tomando como referencia el trabajo realizado por Gonzéalez, S. A.% en 2014,
podemos decir que el método desarrollado posee LD y LC adecuados para realizar
estudios farmacocinéticos, ya que a pesar de reportar LD y LC semejantes, fue posible
estudiar la biodisponibilidad de la quercetina en ratas normoglucémicas y en ratas con
diabetes inducida.

Precision y exactitud

La precision y la exactitud se determinaron fortificando el suero con los
estandares de los flavonoides en tres niveles diferentes (1, 4y 7 ug/mL), de acuerdo a
las recomendaciones de la AOAC. En la Tabla 24 se representan los resultados de la
evaluacion de la precision del método desarrollado, en esta se puede observar que todos
los flavonoides tuvieron una DER intradia promedio menor a 6 %, lo que indica que el
método analitico es preciso de acuerdo a los lineamientos establecidos por la AOAC.

Tabla 24. Resultados intradia obtenidos del analisis de precision del método analitico.

Flavonoide 1 pg/mL 4 ug/mL 7 ug/mL Promedio
Naringina 0.91 0.75 0.44 0.70
Hesperidina 4.18 3.63 1.50 3.10
Rutina 3.24 2.43 1.36 2.34
Naringenina 2.46 2.14 0.86 1.82
Quercetina 4.64 4.09 1.53 3.42
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La DER interdia (Tabla 25) dio valores promedio menores al 6 % paro todos los
flavonoides, esto nos indica que no hay diferencia significativa entre los dias para la
naringina, hesperidina, rutina, naringenina y quercetina.

Tabla 25. Resultados interdia obtenidos del andlisis de precision del método analitico.

Flavonoide 1 ug/mL 4 pg/mL 7 pg/mL Promedio
Naringina 1.32 1.25 1.01 1.19
Hesperidina 4.67 3.95 2.71 3.78
Rutina 6.20 5.93 4.05 5.39
Naringenina 3.21 3.19 3.09 3.16
Quercetina 6.41 5.56 3.71 5.23

Si comparamos los resultados de precision obtenidos en el presente trabajo con
trabajos similares reportados en la literatura (Tabla 5), se puede concluir que el método
analitico desarrollado es méas preciso que el reportado por Xiuling L. y col.® ya que
obtuvieron DER de 9.3 % para la naringina y 13.7 para la hesperidina.

En la Tabla 26 se representan los resultados de la evaluacién de la exactitud
del método desarrollado, en donde se puede observar que todos los flavonoides tuvieron
porcentajes de recuperacion mayores al 90 %, lo que indica que el método analitico es
exacto, acorde a los lineamientos establecidos por la AOAC (entre 80y 110 %).

Tabla 26. Resultados obtenidos del analisis de exactitud del método analitico.

Flavonoide 1 pg/mL (%) 4 pg/mL (%) 7 ug/mL (%)  Promedio (%)

Naringina 96.1 97.4 98.8 97.4
Hesperidina 95.1 96.6 99.3 97.0
Rutina 92.9 94.3 96.5 94.6
Naringenina 95.5 97.8 98.3 97.2
Quercetina 93.1 95.9 97.1 954

Por comparacion de los resultados obtenidos con los reportados en la literatura
(tabla 6), podemos concluir que el método analitico desarrollado arroj6 mejores
porcentajes de recuperacion, ya que mientras Tang D. y col.?” reportaron recuperaciones
del 81.1 % para la rutinay 80.0 % para la quercetina. En el presente trabajo se obtuvieron
recuperaciones del 96.6 % y del 95.4 % respectivamente para los mismo flavonoides.
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Robustez del método cromatogréafico

Mediante la aplicacion disefio de Placket y Burman, se observé que las
variables que afectan significativamente la respuesta del método cromatografico son el
flujo de la fase movil, el volumen de inyeccion y la longitud de onda, tal y como podemos
observar en las Figuras A4, A5, A6 y A7 del anexo 2.

El flujo de la fase movil fue el factor que presentd mayor efecto significativo
(p<0.05) en la respuesta de flavonoides como la naringina y la naringenina (Figura 16 y
Figura A7 del anexo 2), esto es debido que al disminuir el flujo de la fase movil hubo un
aumento significativo en la respuesta de los flavonoides, esto pudo deberse a que la
disminucién del flujo propicia el aumento de la difusion longitudinal, lo que provoca que
los picos se ensanchen y a su vez den un area mayor.

Flujo mm +
Vol. inyeccién . -
L. onda
Temperatura
% Acido

% DMSO

3 6 9 12 15
Efectos estandarizados

Figura 16. Diagrama de Pareto obtenido de la evaluacién de la robustez del método
cromatografico para la naringina.

La longitud de onda fue el factor que afecté de manera significativa (p<0.05) la
respuesta de la hesperidina, rutina y quercetina (figura A4, A5 y A7), esto es debido a
gue los flavonoides presentaron variacion significativa en su absorbancia al llevar a cabo
pequefias modificaciones en la longitud de onda del DAD. En la Figura 17 se muestra el
espectro de UV de la hesperidina, en donde se observa que dicho flavonoide tiene un
maximo de absorbancia a los 284 nm, motivo por el cual se seleccion6 dicha longitud de
onda para trabajar, al hacer pequefas variaciones a dicha longitud de onda, se puede
observar una disminucion de la absorbancia de la hesperidina (Figura 17), provocando
gue la respuesta del detector hacia dicho flavonoide sea menor. Este fenémeno se repite
en los demas flavonoides, debido a que sus espectros de UV son similares entre si.

37



60 4

50

mAU
o

10 |
\ \

T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380

A (nm)
Figura 17. Espectro de UV de la hesperidina.

Otro de los factores que afectaron significativamente la respuesta de los
flavonoides fue el volumen de inyeccion, esto ocasionado por que al aumentar el
volumen de muestra inyectado, hay un incremento proporcional de la cantidad de analito
gue es introducido a la columna, propiciando un aumento en el area de los picos. Ademas
de que al aumentar dicho volumen de inyeccion, se introduce también una mayor
cantidad de disolvente en el que se encuentran disueltos los analitos, afectando la
retencién de estos, y propiciando que los picos se ensanchen, resultando también en un
incremento de sus areas.

Se puede sefalar que es de gran importancia tomar en cuenta los tres factores
mencionados anteriormente al momento de realizar un analisis con el método
desarrollado en el presente trabajo, ya que de esto dependera que los resultados
obtenidos sean reproducibles.
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Estudio farmacocinético

En la Tabla 27 se representan los resultados obtenidos del estudio de
biodisponibilidad, después de llevar a cabo la administracion oral de una dosis de 75
mg/kg de hesperidina y naringenina (4:3) disuelta en 1.5 mL de solucion salina fisiolégica
(SSF). En esta podemos observar, que la hesperidina comenzé a dar una sefial
cuantificable a partir de los 10 minutos de ser administrada,

En el caso de la naringenina, a pesar que se logro detectar dicho flavonoide en
algunas muestras de plasma (a los 120 minutos), la sefial no fue suficiente para llevar a
cabo la cuantificacion de este flavonoide. Esto pudo deberse a la baja solubilidad que
este compuesto presentaba en la solucion salina fisiolégica (SSF), contribuyendo a que
la cantidad de naringenina administrada no sea la suficiente para ser detectada de forma
confiable por el método analitico desarrollado en el presente trabajo.

Tabla 27. Resultados obtenidos del estudio farmacocinético de la hesperidina.

Tiempo Rata 1 Rata 2 Rata 3 Promedio DE
(minutos) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)

0 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0
10 0.3608 0 0 0.1203 0.208
15 0.5753 0.4801 0.1955 0.4170 0.198
30 0.5200 1.0287 0.8720 0.8069 0.261
45 0.9662 0.8316 0.7567 0.8515 0.106
60 0.7334 1.0692 0.9001 0.9009 0.168
75 1.0023 0.6966 2.3838 1.3609 0.899
90 11.8475 2.3141 3.1874 5.7830 5.270
105 2.1713 4.8452 15.8467 7.6211 7.248
120 4.0043 5.4660 6.4993 5.3232 1.254
240 1.5937 1.2446 1.2800 1.3727 0.192
360 0 1.2609 0.8858 0.7156 0.647
420 0 0 0 0 0
480 0 0 0 0 0

Nota: DE = Desviacion estandar.

En la figura 18 se representa un cromatograma obtenido del andlisis
cromatografico de una muestra de plasma de roedor, después de 90 minutos de la
administracion oral de una dosis de 75 mg/kg de hesperidina y naringenina (4:3). En este
se puede visualizar la sefial correspondiente a la hesperidina, con un tiempo de elucién
de 11.58 minutos.
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Figura 18. Cromatograma de una muestra de plasma de roedor después de la
administracion oral de 75 mg/kg de hesperidina y naringenina (4:3).

En la Figura 19, se representa la curva de concentracion plasmatica vs. tiempo
de la hesperidina después de su administracion oral. En esta podemos observar como a
partir del minuto 10, la concentracién de hesperidina en el plasma va aumentando hasta
el minuto 105, en el cual se alcanza la concentracion plasmatica maxima (Cmax), esta
etapa del proceso farmacocinético es considerada el proceso de absorcién del farmaco,
en el cual la velocidad de absorcién es mayor que la velocidad de eliminacién. Del minuto
105 al 420 la concentracion plasmatica de hesperidina comienza a disminuir, en dicha
etapa se lleva a cabo el proceso de eliminacion de la hesperidina del organismo, en el
cual la velocidad de eliminacion es mayor que la velocidad de absorcion del farmaco.
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Figura 19. Curva de concentracion plasmatica vs. tiempo de la hesperidina después de
su administracion oral.
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En la Tabla 28, se representan los parametros farmacocinéticos calculados con
ayuda del software WinNonlin 2.0 ®, en esta podemos observar que el valor de la
constante de eliminacion (Ke) fue de 0.0092 min, mientras que el valor de la constante
de absorcion fue de 0.0206 min, esto nos indica que la hesperidina se absorbera a una
velocidad mayor a la que esta es eliminada del cuerpo, esto es algo que podemos
observar graficamente en la Figura 18, en la que la pendiente formada en el proceso
absorcion es mayor a la pendiente que se forma en el proceso de eliminacién del
farmaco.

De igual forma, se obtuvo el valor de Cnax Y tmax, qQue corresponden a la
concentracion plasmatica maxima que se cuantifico de la hesperidina, y a que tiempo se
determiné dicha concentracion, dando un valor de Cmax promedio de 7.62 pg/mL y un tmax
de 105 minutos. La vida media (t12) de la hesperidina fue de 180.4 minutos, indicandonos
que a ese tiempo se habra eliminado la mitad de flavonoide que fue absorbido.

Tabla 28. Parametros farmacocinéticos obtenidos del estudio farmacocinético de la
hesperidina.

Parametro farmacocinético Valor
Constante de eliminacion (Ke) 0.0092 mint
Constante de absorcion (Ka) 0.0206 min?
Concentracion maxima (Cmax) 7.62 pg/mL
Tiempo en el que se alcanza la concentracion maxima (tmax) 105 minutos
Vida media (ti) 180.4 minutos
Area bajo la curva (ABC ¢ 1) 831.61 ug-min/mL

Si comparamos los parametros farmacocinéticos obtenidos en el presente
trabajo (Tabla 26), con los reportados en la literatura, por ejemplo, lo reportado por Tong,
L. y col.“2 (Tabla 8), podemos observar una variacién en los resultados obtenidos, esto
se puede deber a que Tong, L. y col.*?> administraron la hesperidina simultineamente
con dos flavonoides mas (Naringina y Naringenina), mientras que en este estudio, la
hesperidina fue coadministrada con naringenina Unicamente, pudiendo contribuir a que
el proceso de absorcion y eliminacion del flavonoide se llevara a cabo de forma diferente,
asi como la biodisponibilidad de este. Ademas de lo mencionado anteriormente, pueden
presentarse otros factores que pudieron afectar los parametros farmacocinéticos, como
el estrés que sufrio el animal durante el andlisis, el régimen alimenticio al que fue
sometido y la genética del roedor.
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CONCLUSIONES

Se logro el desarrollo de un método por CLAE para la determinacion simultanea
de 5 flavonoides (naringina, hesperidina, rutina, naringeninay quercetina), el cual expone
la complejidad y diferencia de los parametros fisico — quimicos entre cada uno de los
flavonoides.

Se determind que de las tres técnicas que se evaluaron en el presente trabajo,
la que proporciond los mejores porcentajes de extraccion de los flavonoides del plasma
de murino fue la extraccion en fase sélida, ademas de demostrar una mejor repetibilidad.

Se llevo a cabo la optimizacion del método de extraccion en fase sélida con la
ayuda de un disefio Box — Benhken, en la que se obtuvo que el pH éptimo para diluir la
muestra y acondicionar la fase sélida fue de 3.19, el cual permitié6 un porcentaje de
recobro promedio de 95.78 + 1.55 %. Esto debido, a que ha dicho pH los flavonoides no
poseen carga en su estructura molecular, contribuyendo a su retencién en el cartucho
de Cis.

La validacion del método analitico dio como resultado un coeficiente de
correlacion lineal mayor a 0.99 en un rango de trabajo entre 0.5 a 7.5 yg/mL. Los LD y
LC del método se encontraron entre 0.02 a 0.10 pg/mL y entre 0.04 a 0.19 pg/mL
respectivamente. El porcentaje de recuperacion total del método fue de 95.78 + 1.55 %,
mientras que la precision intradia de este fue de 2.28 + 1.34 %, lo que de acuerdo a los
parametros establecidos por la AOAC, dichos valores se encuentran dentro del intervalo
que establece, por lo cual se concluye que el método analitico desarrollado es exacto y
preciso.

Con el método analitico desarrollado se logro realizar el estudio farmacocinético
de la hesperidina, después de administrar en forma oral a roedores macho de la cepa
Wistar; se observo que bajo nuestras condiciones experimentales la hesperidina alcanzo
una concentracion maxima (Cmax) promedio de 7.62 + 4.18 pg/mL a los 105 minutos
posteriores a su administracién. Con los resultados obtenidos se pudieron determinar los
parametros farmacocinéticos, mismos que se encuentran reportados en el presente
trabajo.
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ANEXOS

Anexo 1. Comparacion de las diferentes técnicas de extraccion.
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Figura Al. Grafica de minima diferencia significativa, que compara las medias de los
diferentes métodos de extraccion para la quercetina.
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Figura A2. Gréfica de minima diferencia significativa, que compara las medias de los
diferentes métodos de extraccion para la naringina.
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Figura A3. Grafica de minima diferencia significativa, que compara las medias de los
diferentes métodos de extraccion para la rutina.
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Anexo 2. Diagramas de Pareto (resultados de robustez)
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Figura A4. Diagrama de Pareto obtenido de la evaluacién de la robustez del método
cromatografico para la hesperidina.
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Figura A5. Diagrama de Pareto obtenido de la evaluacion de la robustez del método
cromatografico para la rutina.
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Figura A6. Diagrama de Pareto obtenido de la evaluacion de la robustez del método
cromatogréfico para la naringenina.
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Figura A7. Diagrama de Pareto obtenido de la evaluacién de la robustez del método
cromatografico para la quercetina.
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