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Resumen 

La kramecina es un compuesto con estructura de peróxido cíclico, con actividad 

anti-inflamatoria aislado de las partes aéreas de Krameria cytisoides, cuya 

toxicidad aguda es extremadamente baja. En la literatura no existe información 

sobre la farmacocinética del compuesto ni se describen métodos analíticos para 

su cuantificación. 

En el presente trabajo se describe un método para la cuantificación de kramecina 

por cromatografía de líquidos de alta presión (HPLC) y se proponen métodos para 

la preparación de las muestras biológicas detallando sus limitaciones. De manera 

similar, se plantea un método para radiomarcar kramecina, cuantificarla en fluidos 

biológicos y estimar sus parámetros farmacocinéticos a partir del curso temporal 

plasmático de la misma tras una administración oral. 

La kramecina fue cuantificable por HPLC cuando se encontraba disuelta en 

metanol; la respuesta es lineal en un intervalo de 100 a 300 µg/mL. Sin embargo, 

no fue posible su cuantificación en plasma debido a interferentes de la matriz que 

eluyeron al mismo tiempo de retención que la kramecina; dichos interefentes no 

pudieron eliminarse por los métodos propuestos para el tratamiento de las 

muestras. 

En presencia de yodo-125 y cloramina T, se obtuvo un derivado halogenado de 

kramecina denominado KACY-I. Tras la administración oral, se distribuye en el 

organismo y emite radiación gamma por lo que pudo ser cuantificada con un 

contador de centelleo. Con las concentraciones plasmáticas de KACY-I a 

diferentes tiempos se estimaron los parámetros farmacocinéticos de la molécula; 

además, se construyeron las curvas del curso temporal del compuesto en hígado y 

riñón. 
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1. Introducción 

Existe un gran número de moléculas con actividad biológica. Sin embargo, para 

que una molécula pueda llegar a formar parte de un medicamento, debe superar 

una serie de pruebas in vitro e in vivo que demuestren su seguridad y eficacia. 

Estas pruebas conforman los estudios farmacológicos y precisan de una etapa 

pre-clínica y de una etapa clínica. 

En la primera, se demuestra la seguridad y eficacia del fármaco en modelos 

animales, mientras que en la segunda se involucran seres humanos. La etapa 

clínica consiste de cuatro fases; en la primera de ellas, el fármaco en estudio se 

administra a individuos sanos con la finalidad de determinar el metabolismo y la 

actividad del mismo. Los estudios en fase I permiten, además, conocer los efectos 

adversos y, en algunos casos, evidenciar la eficacia del fármaco (Agency, 1998).  

Para llevar a cabo tales estudios es necesario conocer la absorción, distribución, 

metabolismo y excreción del fármaco en modelos animales, además de contar con 

información sobre toxicidad aguda y toxicidad crónica. Esto se logra mediante 

estudios pre-clínicos in vivo que permiten estimar la dosis inicial en humanos con 

el fin de salvaguardar la integridad de los individuos involucrados en  estudios 

clínicos exploratorios (European Medicines Agency, 2009).  

Los parámetros farmacocinéticos serán estimados en animales a partir del curso 

temporal del fármaco en los fluidos biológicos y la cuantificación del mismo o sus 

metabolitos requiere del uso de diferentes métodos analíticos. Dentro de las 

técnicas que se  pueden emplear, una de las más importantes es la cromatografía 

que, a diferencia de otros métodos de separación, por sus límites de detección 

permiten trabajar con muestras pequeñas (Singh, 2002). La selección de una 

técnica cromatográfica adecuada depende de las propiedades fisicoquímicas del 

analito y de la complejidad de la matriz donde se encuentra (Kaushal y Srivastava, 

2010). 

Cuando se trata de hacer determinaciones con muestras biológicas es necesario 

someterlas  a un tratamiento previo con la finalidad de eliminar el mayor número 
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de componentes que puedan interferir y, de esta forma aumentar el límite de 

detección. Este tratamiento puede involucrar diferentes técnicas, por ejemplo: 

extracción en fase sólida, extracción líquido-líquido, remoción de partículas por 

centrifugación, diálisis o filtración,  entre otros (Snyder y col., 2010). 

Una vez seleccionado el método para llevar a cabo la determinación del fármaco 

en la muestra de fluidos biológicos, éste puede ser administrado y cuantificado en 

los animales de experimentación, a diferentes tiempos y de esta manera poder 

construir un perfil farmacocinético. En la construcción de los mismos se emplean 

modelos que describen la distribución de un fármaco en el organismo. Existen dos 

tipos de modelos, los compartimentales, en el cual se considera que existe un 

espacio físico donde reside la sustancia en estudio y ésta es depurada a una tasa 

constante (Vinci y col., 2008). Por otro lado están los modelos no 

compartimentales, donde la cinética del fármaco se analiza en función de 

momentos estadísticos que describen la concentración plasmática a lo largo del 

tiempo, así como la tasa de excreción urinaria del fármaco tras la administración 

de una dosis única (Yamaoka y col., 1978).  

En el presente trabajo se describe un método para la cuantificación de kramecina 

(molécula con actividad anti-inflamatoria) por cromatografía de líquidos de alta 

presión (HPLC) y se proponen métodos para la preparación de las muestras 

biológicas detallando sus limitaciones. De manera similar, se plantea un método 

para radiomarcar kramecina, cuantificarla en fluidos biológicos y estimar sus 

parámetros farmacocinéticos a partir del curso temporal plasmático de la misma 

tras una administración oral.  
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Kramecina 

La kramecina es un compuesto con estructura de peróxido cíclico, con actividad 

anti-inflamatoria aislado de las partes aéreas de Krameria cytisoides, cuya 

toxicidad aguda es extremadamente baja. A diferencia de otros anti-inflamatorios 

no esteroideos asociados con daños hepatocelulares y renales (Brooks y Day, 

1991), no se observaron daños en hígado, pulmón, corazón, ni riñón en ratones 

CD1 tras la administración 5 000 mg/kg (Pérez-Gutiérrez y col., 2012).  

Dado que en la literatura no existe información sobre la farmacocinética del 

compuesto ni se describen métodos analíticos para su cuantificación, el presente 

trabajo corresponde al primer acercamiento a la estimación de sus parámetros 

farmacocinéticos tras el radiomarcaje de kramecina con yodo-125 (KACY-I). 

Los resultados mostrados en este trabajo fueron estimados a partir de la curva del 

curso temporal de KACY-I en plasma. Para ello se administró KACY-I a roedores 

por vía oral y se cuantificó la concentración plasmática a diferentes tiempos, los 

resultados fueron procesados con el programa WinNonlin 4.1, se elegió el modelo 

farmacocinético que mejor describe la relación entre la concentración plasmática y 

el tiempo medido a partir de la administración del compuesto. De manera 

adicional, se determinó si la kramecina era capaz de atravesar la barrera 

hematoencefálica y el curso temporal del compuesto en hígado y riñón. 
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2. Antecedentes 

2.1 El proceso inflamatorio 

La inflamación es una respuesta fisiológica asociada a mecanismos de 

destrucción y reparación de tejidos en caso de heridas, así como protección contra 

infecciones, lesiones y daño tisular (Schiffer y col. 2011). Comprende un conjunto 

complejo de interacciones entre mediadores y células que tienen lugar en 

cualquier tejido como respuesta a daños traumáticos, infecciosos, post-

isquémicos, tóxicos o autoinmunes (Nathan, 2002).  

El proceso inflamatorio es causado por la liberación de diferentes sustancias en 

los tejidos, junto con migración celular en respuesta a un estímulo; en ese proceso 

participan prostaglandinas, leucotrienos, histamina, bradicininia, factor de 

activación plaquetaria e interleucina, entre otros (Acton, 2013). 

Normalmente, la inflamación conlleva a la recuperación del organismo. Sin 

embargo, si la destrucción y la reparación del tejido no se llevan a cabo 

correctamente, la inflamación puede causar daño tisular persistente por leucocitos, 

linfocitos y colágeno (Nathan, 2002). 

En la práctica clínica, los procesos inflamatorios son tratados con anti-

inflamatorios no esteroideos y corticoesteroides, mismos que presentan algunos 

efectos adversos (Pérez-Gutiérrez y col., 2012). Los efectos adversos dependen 

de la naturaleza del fármaco e  incluyen gastritis, disminución de formación ósea, 

cambios en el apetito, hipocalcemia, hiperglicemia, irregularidades menstruales, 

efectos gastrointestinales, por citar algunos (Dubois y col., 1998). 
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2.2 Plantas medicinales 

Las plantas medicinales se han utilizado desde la antigüedad para atender 

problemas relacionados con la salud. Desde hace más de 2000 años, diversas 

culturas han empleado plantas para el tratamiento de las enfermedades. Además, 

en algunas ocasiones los remedios herbolarios tienen una efectividad similar a los 

medicamentos alopáticos (Van der Put, 1978), a tal grado que en la actualidad el 

25% de las prescripciones médicas en los Estados Unidos contienen cuando 

menos un compuesto de origen vegetal (Pandley y col., 2011). 

México es un país rico en diversidad vegetal y es el segundo lugar mundial en 

especies con uso medicinal. Estudios etnobotánicos revelan que de la vegetación 

total encontrada en las comunidades, al menos el 50% tiene algún uso medicinal 

(Estrada Lugo, 1994) y las plantas medicinales son una fuente importante de 

recursos terapéuticos de origen natural (Rates, 2001).   

2.3 Krameria cytisoides 

Krameria cytisoides Cav. es un arbusto de hasta 1.8 m de alto con hojas sedosas 

oblongo-lanceoladas u ovaladas de hasta 2 cm, flores color morado pálido con 5 

pétalos y 4 estambres, y fruto globoso, cubierto de espinas (Figura 1) (Martínez, 

1994).  

 

 



6 

 

 

Figura 1. Krameria cytisoides 

En México, se conoce comúnmente como donapé o ratania y se utiliza en el 

tratamiento de cáncer de estómago, como enjuague para tratar el sangrado de 

encías (Martínez, 1995), en el tratamiento de diarrea, hemorroides, mucosas 

irritadas, inflamación de genitales, entre otros (Innvista, 2011). De su raíz se han 

aislado lignanos, neolignanos y nomeolignanos como el conocarpano, la licarina A, 

eupomatenoides, entre otros (Achenbach y col., 1987).  

Esta especie figura en la lista de 112 plantas medicinales empleadas por otomíes 

para el tratamiento de afecciones como dolor de estómago, dolor del riñón, 

diarrea, fiebre, mal de ojo, entre otras. Los otomíes del municipio de Nicolás 

Flores, Estado de Hidalgo la utilizan para curar heridas y aliviar el dolor de 

estómago. En esta región, las plantas medicinales representan la opción más 

viable para el mantenimiento de la salud ante sus condiciones socioeconómicas, 

geográficas y culturales (Sánchez-González y col., 2008). 

2.4 Kramecina 

La kramecina es un peróxido cíclico polimérico aislado de las partes aéreas de K. 

cytisoides. Está formado por seis monómeros unidos por los átomos 4 y 9 
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formando un enlace éter; cada uno de ellos posee un grupo peróxido y un grupo 

hidroxilo, como se muestra en la figura 2. 

 

Figura 2. Estructura de la kramecina.  

a) Kramecina (oligómero cíclico)               b) Monómero 

En un estudio se encontró que la kramecina a dosis de 2 mg/oreja inhibía la 

inflamación auricular en ratón, inducida por 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol 

(TPA) al 51.8 % en forma aguda, a dosis de 50 mg/kg reducía el edema plantar 

inducido por carragenina en rata en un 63.1 % y en el estudio de toxicidad 

realizado en ratones CD1, no se observaron daños en hígado, pulmón, corazón, ni 

riñón después de la administración de 5 000 mg/kg (Pérez-Gutiérrez y col., 2012). 

En el ensayo de respuesta inflamatoria inducida por lipopolisacárido en 

macrófagos peritoneales de ratón in vitro, se demostró que en aquellos cuyo 

medio de cultivo tenía kramecina en concentraciones de 31.25 a 250 µg/mL, se  

inhibía la producción de factor de necrosis tumoral (TNF-α) e interleucina-6 (IL-6). 

Además, se suprimía significativamente el aumento de los niveles de 

ciclooxigenasa-2 (COX-2), sintetaza de óxido nítrico (iNOS) y óxido nítrico (NO). 

La mayor actividad se logró con 125 y 250 µg/mL de kramecina (Sánchez-Miranda 

y col., 2013).  
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3. Marco teórico 

3.1 Estudios preclínicos y técnicas analíticas 

Todo fármaco debe superar una serie de estudios clínicos y preclínicos antes de 

emplearse en la terapéutica. Para el desarrollo de los estudios clínicos se necesita 

conocer el perfil farmacocinético del principio activo a evaluar, mismo que es 

determinado en modelos animales de experimentación (Bacchieri y Della Cioppa, 

2007). 

Los estudios de farmacocinética involucran la determinación del principio activo en 

fluidos biológicos; esto, a su vez, requiere que el método analítico permita conocer 

la concentración del analito (o analitos) de interés con exactitud en su matriz 

biológica. Las técnicas analíticas más comunes incluyen métodos cromatográficos 

convencionales (GC-ECD y HPLC-UV), espectroscopía (GC-MS y LC-MS), 

espectroscopía tándem (LC-MS-MS) y ensayos con ligandos (RIA y ELISA) (Shan 

y col., 2000). 

Los métodos cromatográficos son una herramienta analítica empleada en la 

detección de fármacos y separación de componentes de mezclas complejas o  

soluciones diluidas. En los sistemas cromatográficos la separación depende de las 

características del analito, la fase móvil y la fase estacionaria (Singh, 2002).  

Independientemente de la técnica analítica elegida, la muestra debe ser 

representativa, por lo que el método de muestreo debe ser estadísticamente 

válido. Las muestras frecuentemente se someten a tratamientos para remoción de 

partículas, extracción de analitos, derivatización u otros procesos como 

eliminación de sales, evaporación o liofilización con la finalidad de eliminar el 

mayor número de componentes que puedan interferir en el análisis. 

Los métodos empleados en la preparación de la muestra incluyen la extracción en 

fase sólida (EFS), extracción líquido-líquido, liofilización, microdiálisis, entre otros. 

En EFS, la muestra se hace circular a través de una columna empacada y en la 

fase estacionaria se separa de manera selectiva el analito de los componentes de 
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la matriz, por lo que además de ser un método de purificación, puede emplearse 

para concentrar el analito. 

En el caso de la extracción líquido-líquido, la muestra es particionada entre dos 

fases inmiscibles y los analitos se recuperan de una de ellas. La eficiencia de la 

separación depende del coeficiente de partición (KD) y puede alterarse 

modificando parámetros como pH, temperatura, iones en solución, entre otros. 

Uno de los problemas que se pueden presentar es la formación de emulsiones. 

Entre las técnicas destacadas para la purificación de los analitos se encuentran la 

diálisis, la ultrafiltración y ósmosis inversa (Snyder y col., 2010).  

 

3.2 Estudios con moléculas radio-marcadas 

Otra práctica común en los estudios farmacocinéticos y farmacodinámicos es el 

uso de moléculas radio-marcadas (Isin y col., 2012).  

Los estudios in vivo en animales de experimentación con compuestos radio-

marcados proveen información de la excreción del fármaco y compuestos 

relacionados. Dichos estudios son empleados, generalmente, para determinar el 

balance de masa, las rutas de eliminación, la tasa de absorción, la distribución del 

compuesto en órganos y tejidos, la exposición al compuesto y a sus metabolitos, 

validar las especies empleadas en estudios toxicológicos y determinar si los 

metabolitos contribuyen al efecto terapéutico o causan toxicidad (Penner y col., 

2012).  

La selección del radioisótopo, su posición en la molécula, la pureza radioquímica y 

la actividad específica son parámetros importantes para el diseño de estudios con 

compuestos radio-marcados. Debido a que el carbono y el hidrógeno son los 

elementos más abundantes en la mayoría de las moléculas orgánicas; es común 

emplear carbono-14 y tritio para el marcado de las mismas. Por otro lado, en la 

práctica clínica los métodos más comunes para marcar anticuerpos consisten en 

la radioyodación directa en presencia de agentes como la cloramina T y el 
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acoplamiento de metales a través de quelatos bifuncionales como el ácido 

dietilentriamino-pentacético (DTPA) (Hiltunen, 1993). 

El yodo-125 es un isótopo radiactivo con una vida media de 60.2 días; en su 

decaimiento radiactivo emite rayos gama y rayos X de energía comprendida entre 

los 27 y los 35 keV, por lo que puede ser detectado por cámaras sensibles a ese 

tipo de radiación. Este isótopo se encuentra disponible comercialmente como 

radionúclido, en kits para yodación de compuestos (Beekman y col., 2002). 

 

3.3 Estudios farmacocinéticos 

De acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigación 

para la Salud, todas las investigaciones que se realicen en farmacología clínica 

deberán estar precedidas por estudios preclínicos completos que incluyan 

características físico-químicas, actividad farmacológica, toxicidad, farmacocinética, 

absorción, distribución, metabolismo y excreción del medicamento en diferentes 

especies animales, así como estudios de mutagénesis, teratogénesis y 

carcinogénesis (Secretaría de Salud, 1984).  

Según el Reglamento de Insumos para la Salud vigente en los Estados Unidos 

Mexicanos, los estudios preclínicos in vivo se deben llevar a cabo en animales 

para demostrar la calidad, seguridad y eficacia de un producto farmacéutico, de 

forma tal que los resultados de dichos estudios puedan ser extrapolados a los 

humanos (Secretaría de Salud, 2012) 

En el ámbito internacional, la Organización Mundial de la Salud (OMS), desde 

1974 cuenta con una guía denominada “Pautas para la Evaluación de los 

Medicamentos en el Hombre” en la que detalla las consideraciones generales que 

deben tomarse en cuenta antes y durante los estudios clínicos. De acuerdo con 

dicho documento, los estudios preclínicos se pueden clasificar como 

farmacológicos para determinar la farmacodinamia y la farmacocinética así como  

toxicológicos en donde se determinará la toxicología preclínica, junto con  los 

estudios toxicológicos especiales.  
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En cuanto a los estudios preclínicos de farmacocinética en animales, la OMS 

recomienda la administración de una sola dosis por diferentes vías y estudios con 

dosis repetidas; en ambos casos se determina la concentración del fármaco en 

fluidos biológicos del animal con la finalidad de evaluar la tasa de absorción, la 

velocidad y vía de eliminación del organismo, así como la localización en los 

tejidos. Las técnicas sugeridas incluyen cromatografía, radioinmunología, y 

cromatografía acoplada a espectrometría de masa. (Organización Mundial de la 

Salud, 1975). 

 

3.4 Modelos farmacocinéticos 

En los estudios farmacocinéticos, se adoptan modelos que describen la 

distribución de un fármaco en el organismo. En los modelos compartimentales, se 

considera que existe un compartimento que representa el espacio físico donde 

reside la sustancia en estudio o el estado químico específico de la misma; en un 

compartimento, la variable x(t) obedece a la ecuación 
                , donde 

K, que es constante, corresponde a la tasa de eliminación y r es la tasa de ingreso 

(Vicini y col., 2008). 

Bajo esta perspectiva, el organismo puede considerarse como uno o varios 

compartimentos en los que el fármaco ingresa y se elimina. Las tasas de ingreso y 

eliminación del fármaco en dichos compartimentos están descritas por ecuaciones 

diferenciales, generalmente de primer orden. 

Si el modelo es monocompartimental, el proceso únicamente estará descrito por 

una constante de absorción y otra de eliminación. Por otro lado, si el modelo es 

multicompartimental, además de las constantes de absorción y eliminación, 

existirán constantes que describan la transferencia del fármaco entre los distintos 

compartimentos. 

Otra forma de analizar la cinética de un fármaco en el organismo es a través de 

los momentos estadísticos de la concentración plasmática a lo largo del tiempo. 
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En este modelo, conocido como modelo no compartimental, los parámetros más 

representativos son el área bajo la curva (   ∫         ) y el área bajo la curva 

del primer momento (   ∫           ) (Yamaoka y col., 1978).  

En la actualidad, el análisis no compartimental es la herramienta de elección 

cuando se busca obtener información sobre el nivel de exposición a una sustancia 

y en estudios farmacocinéticos permite estimar parámetros como aclaramiento, 

vida media de eliminación, concentración máxima, tiempo de la concentración 

máxima, entre otros (Gabrielsson y Weiner, 2012).  
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4. Planteamiento del problema 

 

Entre los posibles candidatos para el tratamiento de la inflamación se encuentra la 

kramecina. Sin embargo, se desconocen los parámetros farmacocinéticos de 

dicho compuesto y no existen métodos analíticos para su cuantificación en fluidos 

biológicos. 

Por tal motivo, se pretende que la información emanada del presente trabajo sirva 

como preámbulo para el desarrollo de estudios clínicos de esta molécula 

prometedora.  
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5. Hipótesis 

La kramecina administrada por vía oral experimenta procesos de distribución, 

metabolismo y excreción que se manifiestan como un decaimiento en su 

concentración plasmática, misma que puede ser cuantificada a diferentes tiempos 

mediante técnicas analíticas. 
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6. Objetivos 

6.1 Objetivo general 

Determinar los parámetros farmacocinéticos de la kramecina en ratas Wistar 

mediante la cuantificación de su concentración plasmática a diferentes tiempos. 

 

6.2 Objetivos específicos 

1. Desarrollar y validar un método para la detección de kramecina mediante 

cromatografía de líquidos de alta resolución. 

2. Construir una curva de calibración para cuantificar kramecina mediante el 

método cromatográfico. 

3. Determinar el curso temporal de la concentración de kramecina en plasma 

de ratas Wistar a diferentes tiempos posteriores a la administración de una 

dosis oral de 50 mg/kg de dicho compuesto. 

4. Estimar la concentración plasmática máxima (Cmax), el tiempo de la 

concentración plasmática máxima (Tmax), área bajo la curva y constante de 

eliminación de la kramecina en el organismo.   



16 

 

7. Materiales y métodos 

 

7.1 Material biológico 

7.1.1 Planta 

Las partes aéreas de Krameria cytisoides Cav. se recolectaron en el municipio de 

Guadalcázar, San Luis Potosí, cuyas coordenadas geográficas son: Latitud 22.61, 

Longitud 100.46.  

La identificación de la planta fue realizada por el taxónomo José García Pérez del 

Instituto de Investigación de Zonas Desérticas de la Universidad Autónoma de San 

Luis Potosí, y un espécimen (SLPM 44560) se guardó en el Herbario Isidro 

Palacios. El material vegetal fue secado a la sombra y posteriormente molido.   

7.1.2 Animales 

Se emplearon ratas Wistar macho de 250 a 300 g de peso, ratones machos y 

hembras cepa CD1 de 25 a 30 g, procedentes de la Unidad de Producción y 

Experimentación de Animales de Laboratorio (UPEAL) de la Universidad 

Autónoma Metropolitana, unidad Xochimilco. Los animales fueron alimentados con 

dieta estándar (Purina LabDiet 5001) y agua ad libitum, mantenidos con ciclos de 

luz/oscuridad de 12 horas y manipulados según los estándares éticos 

internacionales para el uso y cuidado de animales de experimentación - 

International Standards for Care and Use of Laboratory Animals (NIH, 1996)  y la 

Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 

7.2 Obtención de Kramecina  

En un matraz balón de 12 L, se colocaron 600 g de Krameria cytisoides; 

posteriormente, se añadieron 6 L de hexano y se llevaron a ebullición durante 

cuatro horas, con la finalidad de remover grasas. El material vegetal desgrasado 

seco, se introdujo a un matraz balón de 12 L. Se añadieron 6 L de etanol y se llevó 

a ebullición por cuatro horas. La mitad del etanol se eliminó a presión reducida,  se 
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recuperó un precipitado, se le determinó el punto de descomposición y se 

obtuvieron los espectros de resonancia magnética nuclear de protón (500 MHz) y 

de carbono-13 (125.77 MHz) en espectrómetro Bruker Avance DMX500. 

7.3 Obtención de plasma 

A cuatro ratas wistar machos anestesiadas, con ayuno de 12 horas, se les practicó 

punción cardíaca, siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-

062-ZOO-1999. De cada rata se extrajeron 8 mL de sangre con jeringa 

heparinizada. La sangre fue depositada en tubos de ensayo a temperatura 

ambiente y centrifugada durante 15 minutos a 3 000 rpm. Se recuperó el 

sobrenadante y se conservó en congelación a -70 ºC.  

7.4 Cuantificación de kramecina por HPLC 

Para la determinación de kramecina por cromatografía de líquidos de alta 

resolución, se empleó un cromatógrafo Varian ProStar 210 con detector 

evaporativo de luz dispersa (ELSD) Alltech ELSD 2000, una columna Alltech 

Econosphere C-18 250 mm x 4.6 mm x 5 µm a 40 ºC y una columna Agilent Hi-

Plex H 100 mm x 7.7 mm x 8 µm a 40 ºC. Como fase móvil, distintas proporciones 

de metanol, agua, acetonitrilo y ácido fórmico al 1%.  

7.5 Curva de calibración 

Se prepararon soluciones metanólicas de 100, 150, 200, 300 y 400 µg/mL a partir 

de la solución de kramecina de 400 µg/mL. 

Para la determinación de la linealidad, se inyectó por triplicado al cromatógrafo de 

líquidos 50 µL de las soluciones de kramecina en metanol.  

Se realizó una regresión lineal del área bajo la curva contra concentración de 

kramecina, se calculó el coeficiente de correlación para determinar el nivel de 

linealidad entre ambas variables. Para conocer la precisión se calculó el 

coeficiente de variación en cada punto.  
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7.6 Tratamiento de muestras adicionadas con kramecina 

A 10 mL de plasma de rata se les adicionó 4 mg de kramecina para obtener una 

concentración de 400 ppm. Con la finalidad de eliminar lípidos y desnaturalizar 

proteínas, se adicionó cloroformo 1:1 v/v y se centrifugó a 14 000 rpm durante 10 

minutos en centrífuga Eppendorf 5415 R.  

De la fase acuosa se tomaron siete muestras de 1 mL y se dializaron con una 

membrana Spectra/Por de celulosa con MWCO de 6 a 8 kDa durante 1, 2, 3, 4, 5, 

6 y 24 horas, con recambio de agua en el medio dializante a las 2 y a las 8 horas.  

Las muestras dializadas fueron liofilizadas, reconstituidas con 1 mL de metanol y 

filtradas. Posteriormente, se inyectaron al cromatógrafo para cuantificar la 

kramecina y obtener el porcentaje de recuperación en cada tratamiento.  

7.7 Estudio comparativo de métodos de precipitación de proteínas 

A cinco muestras de plasma se les adicionó ácido tricloro-acético (ATC) al 5 % 

w/v, sulfato de zinc (ZnSO4) al 1.5 % w/v, metanol 1:1 v:v, metanol 1:1 v:v + ATC 

al 5 % w/v o metanol 1:1 v:v + ZnSO4 al 5 %, respectivamente. Las muestras 

fueron centrifugadas a 14 000 rpm durante 10 minutos (Eppendorf 51415 R).  

Se tomaron 200 µL del sobrenadante de cada muestra, se llevaron a 1 mL con 

agua destilada y se realizaron diluciones seriadas del sobrenadante en las 

proporciones 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 y 1:320. 

Se preparó una solución de CuSO4 al 1% y una solución de Na2CO3 al 2 % en 

NaOH 0.1 M. Para preparar el reactivo de Lowry se mezclaron 49 mL de la 

solución de Na2CO3 con 1 mL de una solución de CuSO4.  

Se prepararon cinco suspensiones de 1 mL de albúmina de suero bovino (BSA) 

con una concentración de 12.5, 25, 50, 75 y 100 µg/mL, respectivamente, a partir 

de un estándar de BSA de 1 mg/mL. 

A 100 µL de las muestras, soluciones de BSA y un blanco de agua destilada, se 

les adicionó 1 mL de reactivo de Lowry, se incubaron por 30 minutos a 
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temperatura ambiente y se les adicionó 100 µL de reactivo de Folin-Ciocalteau 

Bio-Rad; se incubaron nuevamente por 30 minutos a temperatura ambiente y se 

tomaron lecturas de absorbancia en espectrofotómetro Shimadzu 1200 a 540 nm. 

Se elaboró una curva de calibración con las absorbancias correspondientes a las 

soluciones de BSA y, por interpolación, se determinó la concentración de 

proteínas presentes en cada muestra. 

7.8 Determinación de unión a proteínas por electroforesis 

Se tomaron tres alícuotas de 1 mL de BSA (1 mg/mL) y se les adicionó 25, 125 y 

250 µL de una suspensión de 300 ppm de kramecina en agua, respectivamente, 

para obtener las relaciones molares kramecina:albúmina de 10:1, 50:1 y 100:1. 

Las muestras se incubaron por 24 horas en refrigeración (T ~ 4 ºC). 

 

Se preparó un gel para separación de proteínas con 10 % de 

acrilamida/bisacrilamida en el gel separador y 2.5 % de acrilamida/biscarilamida 

en gel concentrador (Anexo 1). 

Se tomaron 5 µL de cada muestra y de una referencia de BSA 1 mg/mL, se les 

adicionó 10 µL de buffer de carga (Anexo 1), se colocaron en el gel y se llevó a 

cabo la electroforesis por 40 minutos con una diferencia de potencial de 190 V, en 

buffer de corrida. El buffer se preparó con una dilución 1:5 de buffer de corrida 5X 

(Anexo 1) 

El gel fue teñido con Azul de Coomasie por 30 minutos y desteñido con una 

solución de metanol/ácido acético/agua 4/1/5 v/v/v por 15 minutos. Se comparó la 

migración de la albúmina en el estándar de BSA y en las tres muestras. 
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7.9 Marcaje de kramecina con yodo-125 

El radio-marcaje de la kramecina se llevó a cabo por el método de yodación con 

cloramina T y yoduro de sodio de Greenwood y Hunter modificado (Greenwood y 

Hunter, 1963).  

7.9.1 Yodación de la kramecina 

A una alícuota de 50 µL de una disolución de yoduro [I-125] de sodio en 

metanol:agua 50:50 (v/v) equivalente a 2 mCi, se le añadieron 20 µL de una 

solución de kramecina de 1 mg/mL en metanol:agua 50:50 (v/v) y 15 µL de una 

solución de 10 mg/mL de cloramina T, posteriormente la mezcla se agitó a 

temperatura ambiente por un minuto. Después, se adicionaron 50 µL de una 

solución de 30 mg/mL de metabisulfito de sodio. 

7.9.2 Purificación de la kramecina radiomarcada (KACY-I) 

Se purificó la KACY-I por cromatografía de exclusión molecular en columna 

empleando Sephadex LH-20 dispersa en medio hidroalcohólico (Metanol-Agua 

1:1) y metanol absoluto como eluyente. Las fracciones fueron leídas en Contador 

de Centelleo LS6500 Beckman Coulter. A partir de las cuentas por minuto (CPM) y 

el tiempo de elución de cada fracción se construyó un cromatograma. Las 

fracciones correspondientes al primer pico fueron reunidas y reducidas a 10 mL 

para obtener una concentración de KACY-I de 2 µg/mL. 

7.9.2.1 Cuantificación de KACY-I en contador de centelleo 

De la solución de KACY-I de 2 µg/mL se tomaron alícuotas correspondientes a 

0.5, 1, 2, 4, 6 y 8 ng de KACY-I. Se depositaron en tubos de ensayo de boro-

silicato de 14 x 75 mm y se registró el número de cuentas por minuto (CPM) en 

Contador de Centelleo LS6500 Beckman Coulter. Se realizó una curva de 

calibración de CPM vs. ng de KACY-I y se determinó la linealidad de la curva. 
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7.9.3 Prueba preliminar de cuantificación en muestras biológicas 

Con ayuda de una cánula, se administraron por vía oral 100 µL de una solución de 

1 µg/mL de KACY-I a un ratón macho CD1 de 30 g. Una hora después de la 

administración, se sacrificó el animal por dislocación cervical, se practicó punción 

cardíaca, se diseccionó y se tomaron muestras de hígado y riñón. Las muestras 

biológicas fueron pesadas y se determinó la cantidad de cuentas radiactivas de 

cada una de ellas.  

7.9.3.1 Tratamiento de las muestras biológicas 

Inmediatamente después de sacrificar al animal, se recuperó por punción cardíaca 

un volumen de 500 µL de sangre. El animal fue diseccionado y se recuperó 

hígado, riñón y cerebro. Cada órgano fue enjuagado con solución salina y pesado. 

Todas las muestras fueron depositadas en tubos de ensayo de borosilicato de 75 x 

14 mm y conservadas en refrigeración (2 ºC – 4 ºC). 

7.9.3.2 Registro de las cuentas radiactivas 

Las cuentas radiactivas emitidas por las muestras fueron registradas en el 

Contador de Centelleo  LS6500 Beckman Coulter. Por interpolación en la curva 

descrita en 7.9.2.1, se determinó la cantidad de KACY-I presente en cada 

muestra. La cantidad de KACY-I determinada fue dividida entre la masa registrada 

del órgano en cuestión y reportada como nanogramos de KACY-I sobre miligramo 

de tejido. 

7.10 Estudio de la cinética y biodistribución de la kramecina radiomarcada 

Con ayuda de una cánula, se administraron por vía oral, alícuotas de 100 µL de 

KACY-I (100 µCi/mL) a ocho lotes de tres ratones machos CD1 y tres hembras 

CD1 cada uno. Se sacrificó un lote a los 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas.  

Las muestras fueron procesadas según 7.9.3.1 y 7.9.3.2. Los datos plasmáticos 

fueron tratados con WinNonlin 4.1, utilizando los modelos compilados: 

monocompartimental, bicompartimental y no compartimental. 
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8. Resultados y discusión 

La kramecina obtenida de Krameria cytisoides con un rendimiento del 2.8 %, 

mostró un punto de descomposición de 172 ºC; el punto de descomposición y los 

espectros de resonancia magnética nuclear de protón y de carbono 13 concuerdan 

con lo reportado en la literatura (Pérez-Gutiérrez y col.,  2012). 

Debido a su estructura química, la kramecina presenta elevada polaridad y es 

soluble en metanol, etanol y mezclas hidroalcohólicas. Los compuestos orgánicos 

con grupos funcionales polares frecuentemente son analizados mediante 

cromatografía en fase reversa, tal es el caso de muchos metabolitos vegetales, 

incluyendo carbohidratos y glicoproteínas (Waksmundzka Hajnos y Sherma, 

2011). 

Dado que las soluciones de kramecina presentan una coloración amarilla, se 

planteó la posibilidad de analizar dicho compuesto por cromatografía de líquidos 

de alta resolución empleando un detector UV-Vis. Sin embargo el compuesto 

carece de grupos cromóforos y al hacer las pruebas preliminares se encontró que 

el compuesto no absorbe en la región ultravioleta ni en la región visible. 

Por esta razón, para su detección es preciso emplear otro tipo de detectores como 

el espectrómetro de masas (MS), detector de aerosol cargado (CAD), detector 

evaporativo de luz dispersa (ELSD), detector de luz dispersa de núcleos 

condensados (CNLSD), entre otros. 

Ante la imposibilidad de cuantificar dicha molécula con detector UV, se decidió 

emplear un detector ELSD. Se buscaron las condiciones cromatográficas que 

permitieran la obtención de señales bien definidas con tiempos de retención 

pequeños y los mejores resultados se obtuvieron con Metanol:Agua 40:60.  
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8.1 Cuantificación de Kramecina por HPLC fase reversa 

La kramecina disuelta en metanol por cromatografía, empleando una columna 

Econosphere C-18 5 µm, 250 x 4.6 mm y Metanol:Agua 40:60 como fase móvil, es 

cuantificable. La respuesta es lineal (R2 = 0.9998) en el intervalo de 100 ppm a 

300 ppm (Figura 3). Los coeficientes de variación para los cuatro puntos 

evaluados son de 2.02 %, 0.87 %, 1.30 % y 1.54 %, respectivamente. 

 

Figura 3. Curva de calibración para la determinación de kramecina por HPLC con ELSD 

 

Estos resultados indican que hay linealidad y precisión en el sistema, por lo que se 

procedió a tratar el plasma de rata para adicionarlo con kramecina y llevar a cabo 

su determinación.  

8.2 Precipitación de proteínas 

El plasma es una matriz compleja, rica en lípidos, proteínas, glucosa y electrolitos; 

algunos de estos componentes pueden interferir con el análisis de la sustancia de 

interés o, incluso, causar daños al sistema cromatográfico, por lo que se decidió 

someterlo a un tratamiento que permita la eliminación de dichos constituyentes. 
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Para elegir el método óptimo para la eliminación de proteínas del plasma, se  

decidió evaluar la eficiencia de diferentes tratamientos de precipitación. Para ello, 

se cuantificaron por el método de Lowry las proteínas presentes en las muestras 

tratadas. La curva de calibración para cuantificación de proteínas mostró una 

respuesta lineal (R2 = 0.9826) en el intervalo de 12.5 a 100 µg/mL de estándar de 

albúmina de suero bovino (BSA).  

Al comparar la concentración de proteínas en muestras tratadas con ácido 

tricloroacético (ATC) al 5 %, sulfato de zinc (ZnSO4) al 1.5%, metanol (MeOH) 1:1 

v:v y tratamiento seriado con MeOH + ATC o MeOH + ZnSO4, se encontró que la 

técnica más eficiente es la adición de ATC al 5 % w/v (Cuadro 1). 

Cuadro 1. Concentración de proteínas en los sobrenadantes de las muestras sometidas a 

distintos tratamientos de precipitación de proteínas 

Tratamiento Proteínas 

ATC 0.25 mg/mL 

ZnSO4 8.21 mg/mL 

MeOH 1.53 mg/mL 

MeOH + ATC 1.44 mg/mL 

MeOH + ZnSO4 8.99 mg/mL 

 

Sin embargo, se observó que la kramecina se descomponía cuando se ponía en 

contacto con el ATC y se decidió eliminar componentes liposolubles del plasma 

por extracción con cloroformo y desnaturalizar proteínas hidrosolubles por adición 

de metanol. 
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8.3 Efecto matriz 

Al inyectar al cromatógrafo una muestra de plasma tratado con cloroformo y 

metanol, en el cromatograma se observó una señal muy intensa con un tiempo de 

retención de 6 minutos. Dado que dicha señal interfiere con la cuantificación de  la 

kramecina en las condiciones cromatográficas evaluadas, se decidió modificar la 

composición de la fase móvil, empleando distintas proporciones de metanol, 

acetonitrilo, agua y ácido fórmico al 1 %. Sin embargo, con ninguna de las 

proporciones evaluadas se logró una resolución aceptable. 

El plasma es rico en glucosa y ésta tiene una alta polaridad, motivo por el cual se 

planteó que la señal observada en la muestra de plasma podría corresponder a 

dicho compuesto.  

Con la finalidad de eliminar glucosa, sales y otras posibles interferencias de bajo 

peso molecular, se propuso adicionar kramecina a las muestras de plasma, 

tratarlas con cloroformo, dializar las muestras tratadas y liofilizar el dializado. 

Cuando se inyectaron al cromatógrafo muestras reconstituidas en metanol de 

plasma tratado, dializado durante diferentes intervalos de tiempo, el cromatograma 

mostró una señal de elevada intensidad cuya área bajo la curva era inversamente 

proporcional al tiempo de diálisis. En las muestras correspondientes a las primeras 

cuatro horas, la señal se traslapaba de manera importante con la de la kramecina, 

por lo que no fue posible su cuantificación. En cambio, en las muestras cuyos 

tiempos de diálisis fueron 5, 6 y 24 horas, la kramecina fue cuantificable, sin 

embargo el porcentaje de recuperación fue bajo. Esto sugiere que la kramecina 

difunde de manera importante a través de la membrana de diálisis. 

Por otro lado, existen otros factores que pueden influir en el porcentaje de 

recuperación, uno de ellos es la pérdida de kramecina durante la precipitación de 

las proteínas. Si la kramecina se uniera a proteínas, existe la posibilidad que ésta 

permaneciera unida a las proteínas precipitadas y se eliminara junto con ellas en 

el tratamiento de las muestras plasmáticas.  
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8.4 Determinación de unión a proteínas 

La albúmina es la proteína más abundante en el suero y posee una capacidad de 

unión extraordinaria para sustancias endógenas y exógenas, incluyendo una gran 

cantidad de fármacos (Zsila y col., 2011); por esta razón, si hubiera alguna 

interacción entre la kramecina y las proteínas plasmáticas, existe una alta 

probabilidad de que dicha interacción tuviera lugar entre la kramecina y la 

albúmina. Además, la estructura de la albúmina sérica es muy similar entre las 

especies animales (Nygren y col., 1990), por lo que de existir interacciones entre 

kramecina y albúmina de suero bovino (BSA), éstas tendrían lugar con albúmina 

de diferentes especies. 

En la electroforesis realizada a las suspensiones de BSA y BSA adicionado con 

kramecina, se encontró que tanto el estándar de BSA puro como las muestras 

adicionadas con kramecina tuvieron la misma migración, lo que indica que la 

kramecina no se une a la albúmina. 

En vista de que la kramecina no se une a la albúmina y es poco probable que 

existan pérdidas durante la precipitación de proteínas, el bajo porcentaje de 

recuperación se puede atribuir a la difusión de la molécula a través de la 

membrana de diálisis y, por lo tanto, es necesario explorar otras opciones para 

evitar que la glucosa interfiera con su cuantificación. 

8.5 HPLC de intercambio iónico para carbohidratos 

Con la intención de resolver la glucosa y la kramecina, se decidió trabajar con una 

columna para carbohidratos Hi-Plex H. Dicha columna emplea como fase móvil 

agua, ácidos diluidos o soluciones acuosas diluidas de metanol (< 5%) o 

acetonitrilo (< 30%); por tal motivo, se eligió una fase móvil constituida por agua 

en su totalidad. 

La columna Hi-Plex H es una columna de intercambio iónico para HPLC empleada 

predominantemente en el análisis de carbohidratos y ácidos orgánicos (Ball y 
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Lloyd, 2011). El hecho de que la kramecina tiene grupos hidroxilo libres sugiere 

que esta molécula puede ser analizada por HPLC empleando dicha columna. 

Sin embargo, al inyectar una muestra de plasma tratado adicionada con 200 ppm 

de kramecina, hubo un incremento importante en la presión. Esto indica que la 

muestra precipita en la columna y que el método cromatográfico es inadecuado 

para la cuantificación de kramecina en plasma.  

 

8.6 Marcaje con yodo-125 

En vista de que la kramecina no pudo cuantificarse en fluidos biológicos por los 

métodos cromatográficos propuestos, se decidió hacerla reaccionar con yodo-125 

y cuantificarla por medio del número de cuentas radiactivas registradas en un 

contador de centelleo. 

Al construir la curva de calibración de número de cuentas por minuto (CPM) contra 

nanogramos de kramecina marcada con yodo-125 (KACY-I), se observó una 

relación lineal un intervalo de 0.5 a 100 ng (R2=0.9988). El límite de detección 

estimado fue de 0.019 ng y el límite de cuantificación, de 0.065 ng; lo que indica 

que KACY-I es cuantificable (Figura 4). 
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Figura 4. Curva de calibración de cuentas por minuto contra concentración de 

KACY-I en nanogramos 

 

En un experimento preliminar, al administrar a un ratón macho CD1 100 ng de 

KACY-I correspondientes a 10 µCi, sacrificarlo una hora posterior a la 

administración y extraer muestras de sangre, hígado y riñón, se encontró que 

todas las muestras poseían actividad radiactiva cuantificable mediante un contador 

de centelleo. Esto indica que la KACY-I administrada por vía oral es absorbida y 

distribuida a distintos tejidos, por lo que se puede cuantificar su curso temporal en 

el organismo. 

8.7 Estudio farmacocinético de KACY-I 

Por cuestiones éticas se decidió emplear una dosis de radiación mínima, dado que 

en el estudio preliminar se encontró que una dosis oral de 10 µCi era suficiente 

para la cuantificación del compuesto en fluidos biológicos, se decidió administrar 

100 ng de KACY-I equivalentes a 10 µCi. Con la administración de 100 ng de 

KACY-I por vía oral a ratones CD1, se encontró que ésta alcanza circulación 

sistémica y se distribuye en el organismo. En machos y hembras, la concentración 
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máxima en hígado se alcanza alrededor de la primera hora, mientras que la 

concentración máxima en riñón se encuentra alrededor de los treinta minutos. 

 

Figura 5. Concentración de KACY-I (pg/mg de tejido) contra tiempo en hígado de 

de ratones CD1 machos 

 

Figura 6. Concentración de KACY-I (pg/mg de tejido) contra tiempo en hígado de 

ratones CD1 hembras 



30 

 

 

Figura 7. Concentración de KACY-I (pg/mg de tejido) contra tiempo en riñón de  

ratones CD1 machos. 

 

Figura 8. Concentración de KACY-I (pg/mg de tejido) contra tiempo en riñón de 

tres lotes de ratones CD1 hembras. 
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En tejido cerebral no se encontró KACY-I, lo que indica que dicho compuesto no 

atraviesa la barrera hematoencefálica. 

Con las concentraciones plasmáticas de KACY-I obtenidas a los diferentes 

tiempos, fue posible construir la curva del curso temporal de KACY-I  para machos 

y hembras, respectivamente (Figura 9). Al introducir los datos plasmáticos a 

WinNonlin, se encontró que el modelo más apropiado era el no compartimental. 

En dichas curvas la concentración plasmática máxima se encuentra a la hora 

posterior a la administración en hembras y a las 2 horas posteriores a la 

administración en machos, lo que sugiere que la absorción de la kramecina 

cuando ésta es administrada por vía oral es más lenta en machos que en 

hembras.  

Si bien es cierto que la variación en la tasa de absorción de fármacos es más 

notoria entre grupos etarios que entre grupos de distinto sexo (O’Malley y col., 

1971), se ha reportado que, además de KACY-I, existen otros compuestos cuya 

absorción es mayor en determinado género. Por ejemplo, el antihistamínico 

mizolastino administrado vía oral se absorbe más lentamente en pacientes de 

sexo masculino (Soldin y col., 2011); Sin embargo, en la mayoría de los casos, las 

diferencias entre el tiempo y la tasa de absorción de fármacos entre individuos de 

distintos géneros carecen de relevancia clínica (Beierle y col., 1999). 
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Figura 9. Curvas del curso temporal de KACY-I en plasma para lotes de ratones 

machos y hembras. 

 

En el modelo monocompartimental, se asumió que el fármaco ingresa a un 

compartimiento central y se elimina en función del tiempo obedeciendo a la 

ecuación: 
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Donde Cp es la concentración plasmática, D es la cantidad de fármaco 

administrada, V es el volumen de distribución aparente, K01 es la constante de 

absorción y K10 la constante de eliminación. La razón 
   es calculada mediante el 

método de los residuales y corresponde al intercepto en el eje “y” obtenido por 

extrapolación de la función de los datos de eliminación (Baggot, 1978). Sin 

embargo, el modelo abierto de un compartimento no representa adecuadamente 

las características de distribución de la mayoría de los fármacos (Saavedra-López 

y col., 2013); en el caso de la kramecina, algunos de los datos plasmáticos no 

pudieron ser procesados por WinNonlin para este modelo.  

El modelo bicompartimental, por otra parte, supone que el fármaco ingresa a un 

compartimento central, difunde hacia un compartimento periférico y regresa al 

compartimento central para ser eliminado. El modelo supone eliminación de primer 

orden y obedece a una ecuación exponencial                      , donde 

A, B, α y β son las constantes que describen la eliminación del fármaco del 

compartimento central, mientras que C y Ka son las constantes que describen el 

proceso de absorción (Bertrand y Mentré, 2008). Sin embargo, los datos 

plasmáticos obtenidos no pudieron procesarse con el modelo bi-compartimental de 

WinNonlin, por lo que fue imposible determinar el perfil farmacocinético basado en 

dicho modelo. 

Por otro lado, el curso temporal de un fármaco puede analizarse en función de 

momentos estadísticos como el área bajo la curva y el área bajo el momento de la 

curva (Yamaoka y col., 1978). El modelo no compartimental, como se denomina al 

modelo matemático que, basado en momentos estadísticos, describe la 

concentración plasmática a lo largo del tiempo o la tasa de excreción urinaria de 

un fármaco tras la administración de una dosis única, permite estimar parámetros 

de interés como la tasa de eliminación del fármaco en términos de área bajo la 

curva (Gabrielsson y Weiner, 2012). 
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Desde esta perspectiva, se pudo integrar el área bajo la curva (AUC0-24) de cada 

uno de los seis perfiles de Cp vs. t, y estimar el área bajo la curva de cero a infinito 

(AUC0-∞), para cada uno de ellos con la finalidad de determinar la cantidad de 

kramecina que cursó por el organismo en las primeras 24 horas posteriores a la 

administración y estimar la cantidad total de la molécula que ingresó a circulación. 

Además, a partir de las curvas de Cp vs. t construidas con los datos plasmáticos, 

se pudieron calcular valores estimados de concentración plasmática máxima 

(Cmax), tiempo correspondiente a Cmax (tmax), concentración plasmática a las 24 

horas (C24) y áreas bajo la curva de cero a 24 horas y de cero a infinito (AUC0-24 y 

AUC0-∞), mismos que se muestran en el cuadro 2.  

Cuadro 2. Parámetros farmacocinéticos de KACY-I en ratones CD1 tras la 

administración de una monodosis de 100 ng de KACY-I 

Parámetro Machos (IC 95 %) Hembras (IC 95 %) 
aCmax (ng/mL) 6.72 (6.21, 7.24) 5.99 (4.67, 7.31) 
btmax (h) 2 1 
aC24 (ng/mL) 0.11 (0.03, 0.20) 0.13 (-0.05, 0.31) 
aAUC0-24 (ng h/mL) 29.41 (26.33, 32.49) 32.01 (25.08, 38.94) 
aAUC0-∞ (ng h/mL) 30.39 (26.39, 34.39) 33.78 (25.62, 41.94) 
aMedia aritmética  bMediana 

A partir de las rectas de mejor ajuste del logaritmo de concentración plasmática 

(Ln Cp) contra tiempo, obtenidas por regresión lineal de la fase terminal de cada 

uno de los seis perfiles en el programa WinNonlin se pudieron estimar las 

constantes de eliminación (lambda z).  

Las medias aritméticas de las constantes de eliminación fueron de 0.16 h-1 (0.09, 

0.24) para machos y de 0.22 h-1 (0.12, 0.32) para hembras. Se estima que la vida 

media de KACY-I para machos y hembras es de 4.98 h (2.53, 7.44) y 3.91 h (1.58, 

6.23), respectivamente. 
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En cuanto al tiempo de residencia medio (MRT), que indica el tiempo que, en 

promedio, permanece cada molécula del fármaco en el organismo y se calcula 

como la razón entre el área bajo el primer momento de la curva ∫            y el 

área bajo la curva ∫         , se estimó que cada molécula de KACY-I 

permanecía, en promedio, 5.19 h (3.11, 8.68) en los machos y 5.04 h (2.17, 11.69) 

en las hembras. 

Según el perfil farmacocinético, la kramecina se absorbe rápidamente; sin 

embargo, se cree que su biodisponibilidad es pobre, pues el volumen de 

distribución estimado fue de 23.00 mL (13.10, 32.90) para machos y de 20.97 mL 

(15.29, 26.64) para hembras, siendo que el volumen de sangre circulante del ratón 

oscila entre los 78 y 80 mL/kg (Universidad de Zaragoza, 2014), por lo que en un 

ratón de 30 g, éste será de 2.3 a 2.4 mL. Cabe mencionar que para determinar la 

concentración plasmática de KACY-I en plasma, se realizó la cuantificación total 

del compuesto en plasma y que la kramecina no mostró unión a la albúmina 

sérica.  

En comparación con la indometacina, fármaco empleado como control positivo en 

estudios de inhibición de la inflamación en los modelos de edema plantar y 

auricular en roedores, la exposición total del organismo a la kramecina en ratón es 

menor a la de la indometacina en rata. Se ha reportado que, tras la administración 

oral de 1 mg/kg de indometacina en ratas, se alcanza una concentración 

plasmática máxima de 3.84 µg/mL a la primera hora posterior a la administración; 

el tiempo medio de residencia es de 7.74 horas y el área bajo la curva es de 31.38 

µg h/mL (Li y col., 2008). La relación entre el área bajo la curva de la kramecina 

(Cuadro 2) y la dosis administrada (100 ng, equivalentes a 3.4 µg/kg), es tres 

veces menor al cociente AUC/Dosis de la indometacina en rata según dicho 

estudio. Sin embargo, cabe mencionar que en ese estudio se estimó, para la 

indometacina una vida media de 8.16 horas, mientras que en otro estudio se 

reporta que la vida media de la indometacina es de 4.6 ± 1 h (Paine y col., 2008).  
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Los parámetros farmacocinéticos estimados de las muestras plasmáticas sugieren 

que no existen diferencias significativas en la eliminación de KACY-I entre machos 

y hembras; sin embargo, el estudio posee bajo poder estadístico debido al 

reducido tamaño de muestra y a la elevada dispersión de los datos. Dicha 

dispersión se atribuye a que las curvas del curso temporal de KACY-I en plasma 

fueron construidas a partir de concentraciones plasmáticas procedentes de 

diferentes animales. 

Estudios previos muestran que cuando se emplean muestras de distintos animales 

y se procesa una sola muestra de cada animal para la cuantificación del curso 

temporal de un analito, la información es imprecisa y puede presentar sesgos; por 

ello es recomendable tomar, cuando menos, dos muestras de cada anima (Ette y 

col., 1995). Sin embargo, en ocasiones es imposible obtener múltiples muestras 

de cada animal, por ejemplo cuando el método analítico requiere un volumen 

elevado de sangre (Henri y col., 2009). 

En el caso del presente trabajo, la metodología empleada para estimar los 

parámetros farmacocinéticos de KACY-I imposibilita construir una curva de 

concentración plasmática vs. tiempo a partir de un mismo animal, dado que el 

estudio de biodistribución exige diseccionar los animales. Además, para poder 

cuantificar KACY-I en plasma, es necesario contar con un volumen elevado de 

sangre; sobre todo en las muestras posteriores a las 6 horas, pues si el volumen 

de la muestra es pequeño se corre el riesgo de que la cantidad de KACY-I en la 

muestra sea tan pequeña que las cuentas radiactivas que emita se encuentren por 

debajo del límite de cuantificación. 

Aunado a esto, la variabilidad interindividual representa un factor importante en el 

tiempo de vida media o de residencia media del fármaco en el organismo. Sin 

embargo, el impacto que tiene la variabilidad de los parámetros farmacocinéticos 

estimados en la salud de la población depende del fármaco o xenobiótico que se 

esté estudiando. Dicha variabilidad es de singular importancia en estudios 

encaminados a determinar factores de riesgo, estudios toxicológicos o estudios en 
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los que se desea conocer la exposición global de una población a determinada 

sustancia.  

En el caso de la kramecina, se espera que el haber encontrado intervalos de 

confianza amplios para los parámetros farmacocinéticos sea poco relevante 

clínicamente, pues el compuesto carece de toxicidad aguda a dosis de hasta 5 

g/kg y es común encontrar variabilidad interindividual elevada para la respuesta a 

anti-inflamatorios no esteroideos (Day y Brooks, 1987). Por ejemplo, la vida media 

reportada del naproxeno es de 24.7 ± 6.4 h y en un estudio se reportó que el valor 

de dicho parámetro oscila entre las 7 y las 36 horas entre los participantes del 

estudio (Vree y col., 1993). 

Por estas razones, la información presentada en este trabajo representa un 

estudio preliminar. Sin embargo, hace falta enriquecer esta información mediante 

estudios farmacológicos cuyo tamaño de muestra sea más grande y que cuenten 

con un mayor número de puntos de muestreo.  
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9. Conclusiones 

La kramecina puede identificarse y cuantificarse por cromatografía de líquidos de 

alta resolución (HPLC) fase reversa, en soluciones metanólicas en un intervalo de 

100 a 300 µg/mL. 

No fue posible desarrollar un método de preparación de muestras que permitiera 

la cuantificación de kramecina en fluidos biológicos por HPLC. 

La kramecina puede halogenarse con yodo-125 en presencia de cloramina T.  

La kramecina yodada (KACY-I) se distribuye en el organismo y emite radiación 

gamma por lo que puede ser cuantificada con un contador de centelleo. KACY-I es 

cuantificable en riñón, hígado y plasma. No atraviesa la barrera hematoencefálica. 
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Anexo 1 

Composición de los geles y soluciones tampón empleados en la evaluación de la 

unión de la kramecina a proteínas. 

 

Cuadro A.1 Contenido de los geles concentradores y separadores 

Solución Gel separador (10 mL) Gel concentrador (5 mL) 

Acrilamida:bis-

acrilamida 73:4 al 30 % 

3.33 mL 650 µL 

Tris 1.5 M pH 8.8 2.5 mL - 

Tris 0.5 M pH 6.8 - 1 250 µL 

Agua desionizada 4 mL 3 050 µL 

Lauril sulfato de sodio 

(SDS) al 10% 

100 µL 50 µL 

Persulfato de amonio  

al 10 % 

50 µL 50 µL 

TEMED 5 µL 10 µL 

 

 

Cuadro A.2 Contenido de Buffer de carga para sistema Laemmli 

Cada 9.5 mL contienen: 

Tris 0.5 M pH 6.8 1.25 mL 

Glicerol 2.50 mL 

SDS 10 % w/v 2.00 mL 

Azul de bromofenol 0.05 % w/v 200 µL 

Agua desionizada 3.55 mL 
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Tabla A.3. Contenido del Buffer de corrida 5X pH 8.3 

Cada 500 mL contienen: 

Tris base (THAM) 7.5 g 

Glicina 36 g 

SDS 2.5 g 

Agua desionizada cbp 500 mL 

 


