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RESUMEN.

El presente trabajo tuvo como finalidad optimizar y validar un método
por cromatografia de liquidos de alta resolucion con deteccidén por
fluorescencia, capaz de cuantificar dextrometorfan y su metabolito,
dextrorfan, para ser utilizado en la determinacion del fenotipo metabolizador
del CYP2DE6.

El método optimizado se bas6é en una extraccion sdlido-liquido, con
cartuchos Bond-Elut, lograndose obtener muestras mas limpias que en el
meétodo por extraccion liquido-liquido anteriormente utilizado. E! estudio se
llevé a cabo en un cromatoégrafo de liquidos Waters Millenium, equipado con
un detector de fluorescencia. El analisis de las muestras se llevé a cabo

-bajo las siguientes condiciones cromatograficas: se utilizdé una columna
Spherisorb fenilo de Waters de 250 x 4.6 mm, con tamano de particula de 5
um, una fase movil consistente en ACN:Buffer de fosfatos 0.01 M pH 3.5
(40:60 v/v) y velocidad de flujo de 1.2 mL/min.

Los resultados muestran que el método fue lineal en el intervalo de

. concentraciones de 0.012 a 25 pg/mL, tanto para dextrometorfan como para

dextrorfan, preciso (repetible y reproducible) tanto en un dia como en varios

dias, exacto, sensible y estable en congelacion durante por lo menos 30

dias, por lo que es confiable para cuantificar dextrometorfan y su metabolito
dextrorfan en orina, siendo éste método mas sensible y selectivo que aquel

en donde se utiliza un método de extraccion liquido-liquido y deteccidon U.V.

para la extraccion de la muestra.

E! método analitico validado sera utilizado para determinar la relacion
entre la concentraciéon de dextrometorfan con respecto a dextrorfan en
muestras de orina provenientes de voluntarios sanos, fa cual determinara

las caracteristicas de la poblacion con respecto a su fenotipo metabolizador.
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

La O-desmetilacion de dextrometorfan a dextrorfan se lleva a cabo
por el CYP2D6. Debido a su perfil de seguridad ya que con una dosis Unica
se logra determinar el fenotipo metabolizador de un individuo, el
. dextrometorfan es utilizado como un farmaco de prueba para identificar
individuos con deficiencias en la oxidacion de farmacos del tipo
debrisoquina.

El laboratorio de Neuropsicofarmacologia del INNN, en conjunto con
la Universidad Autbnoma Metropolitana (UAM), llevan a c abo un proyecto
- relacionado con el establecimiento del fenotipo y genotipo metabolizador del
CYP2D6 en poblacion mexicana, para lo cual es necesario determinar la
concentracion de dextrometorfan y su metabolito, dextrorfan en orina; sin
embargo, el método por cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)
que hasta la fecha era utilizado, no presentaba la sensibilidad y selectividad
requeridas para éste tipo de analisis, razén por la cual en el presente
estudio se buscd optimizar y validar un método por CLAR que resolviera
ambos problemas.

De acuerdo a lo anterior, se requeria de un método analitico por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) que pudiera detectar
dosis minimas del farmaco y que ademas fuera selectivo, por io que se
realizo el presente trabajo con los siguientes objetivos:

e Optimizar un método analitico para cuantificar dextrometorfan y su
metabolito, dextrorfan, empleando Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (CLAR) con deteccion por fluorescencia.

+ Validar el método optimizado de acuerdo a los criterios de aceptacién
de la NOM 177-SSA-1-1998.
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Demostrar que el método se puede utilizar para determinar el fenotipo
metabolizador de CYP2D6 en sujetos sanos.
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2. GENERALIDADES.

2.1. MONOGRAFIA DEL DEXTROMETORFAN (DMT).

El dextrometorfan (d-3-metoxi-N- metiimorfinano) es el d-isbmero
del analogo de la codeina levorfanol; sin embargo a diferencia del ~
isomero, carece de propiedad analgésica o de potenciat de adiccién y no
actia en los receptores opioides. Se ha observado su eficacia en
pacientes con tos patolégica en estudios controiados, siendo semejantes
a la codeina. En dosificaciones terapéuticas no inhibe la actividad ciliar y
sus efectos antitusivos persisten durante cinco a seis horas. Su toxicidad
es baja, pero las dosis demasiado altas pueden producir d epresion del
SNC.!"

Se utiliza en forma de bromhidrato, polvo cristalino ligeramente
soluble en agua, que posee un olor suave. Es un derivado del morfinano y
éter metilico del levorfanol, analgésico y antitusivo. Puesto que el
dextrometorfan carece de la actividad analgésica, del riesgo de adiccion y
de otras propiedades del levorfanol, este par de isdmeros constituyen un
buen ejemplo para mostrar la importancia de la estereoquimica en la

accion de los farmacos.!"




GENERALIDADES

2.1.1. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS.

En la figura 1 se muestra la estructura quimica del Dextrometorfan

(DMT).

CH3

CH30

Figura 1. Estructura quimica del Dextrometorfan (DMT).

2.1.1.1.

2.1.1.2.
2.1.1.3.

2.1.1.4.
2.1.1.5.
2.1.1.6.

2.1.1.7

2.1.1.8

Origen: Dextroisbmero metilado del analogo codeinico del
levorfanol.

Grupo quimico: Derivado no opiaceos del morfinano.

Nombre quimico: Morfinano, 3-metoxi-17-metil-,(9a, 13a,
14a)- bromhidrato, monohidratado.

Férmula empirica: Cyg Hzs NO. HBr. H,0.

Peso molecular: 370.33 g/mol.

Descripcion: Cristales casi blancos o polvo cristalino, con olor
débil, funde a unos 126°C con descomposicion., pH de 5.2 a
6.5.

Solubilidad: un gramo es soluble en alrededor de 65 mL de
agua; completamente soluble en alcohol o cloroformo e
insoluble en éter.

Constante de disociacién: pka: 8.3 23
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2.1.2. ACCION E INDICACIONES TERAPEUTICAS.

El bromhidrato de dextrometorfan, es un farmaco antitusivo sin
accion sedante, que a diferencia de los opiaceos y los sucedaneos, no
produce efectos narcéticos ni adiccion; su acciéon farmacodinamica la
ejerce directamente sobre el centro de la tos, por su rapido y eficaz efecto
sintomatico para el tratamiento de las afecciones respiratorias de origen
bacteriano. Esta indicado en los procesos respiratorios que cursan con
aumento de las secreciones bronquiales y de su adherencia, como la
bronquitis aguda, bronquitis cronica, neumonia y bronconeumonia; en los
procesos de las vias respiratorias altas como la sinusitis, sindrome sino-
bronquial y en general, en aquellos procesos donde sea necesario sedar
la tos y obtener efecto mucolitico.”

2.1.3. FARMACODINAMIA.

El dextrometorfan suprime el reflejo tusigeno por accion directa
sobre el centro de la tos en el bulbo raquideo, pero no causa analgesia o
adiccion y poca o ninguna depresion del SNC. No tiene accidon
expectorante. El tratamiento se dirige a aliviar la frecuencia de la tos sin
abolir el reflejo tusigeno no protector. En dosis terapéuticas, el
medicamento no presenta actividad ciliar, ni efecto hipnético.®
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2.1.4, FARMACOCINETICA.

Al administrarse por via oral el dextrometrorfAn se absorbe con
facilidad totalmente en el tracto gastrointestinal, presentando un inicio de
accion rapida, observandose ésta a los 20 o 30 minutos de su ingestion.

Después de su administracion oral en humanos se metaboliza
ampliamente en el higado mediante N-desalquilaciéon y/o desmetilacion a
dextrorfan (3-hidroxi-17-metilmorfina), 3-hidroximorfina, 3-metoximorfina,
y conjugados en la posicion del grupo 3-hidroxilo. Se ha reportado una
gran variabilidad en el metabolismo de dextrometorfan y se conoce que el
metabolismo de este farmaco esta bajo el mismo control genético que el
polimorfismo oxidativo de debrisoquina. Su vida media plasmatica es de
11 horas promedio; sin embargo, la variabilidad es muy grande debidos a
la existencia de metabolizadores rapidos y lentos. *7

El dextrometorfan se excreta principalmente en la orina una vez
transformado a sus principales metabolitos; cerca de 7 a 10% se excreta

en las heces.®

2.1.5. EFECTOS ADVERSOS Y SECUNDARIOS.

A dosis terapéuticas no se presenta ninguna reaccion adversa y/o
secundaria; mientras que a dosis por arriba de las recomendadas, podria
ocasionar nauseas, diarrea, irritacion gastrica, constipacion, vértigo,
somnolencia y voOmito. En algunos casos puede presentarse

hiperactividad, confusion mental, somnolencia, depresion del sistema

L.
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nervioso, dificuitad intensa para respirar y resequedad de la boca,
alucinaciones visuales y auditivas. Su uso prolongado puede causar
abuso y dependencia.®

2.1.6. CONTRAINDICACIONES.

El uso conjunto con inhibidores de la MAO, puede causar nauseas,
hipotension, excitacion y coma por lo que no debe administrarse a
pacientes que lleven menos de dos semanas de haber descontinuado los
inhibidores de la MAO.®

No debe administrarse junto con medicamentos tranquilizantes y
debe usarse con precaucion cuando se presentan cuadros clinicos como
asma o deterioro de la funcién hepatica, también en aquellas
enfermedades respiratorias en las cuales hay secreciones espesas,
porque este farmaco puede deteriorar la movilizacién de las secreciones.

No se han reportado problemas por el uso de dextometorfan
durante el embarazo y la lactancia; sin embargo, el médico debe
considerar la relacion riesgo-beneficio.*¥

2.1.7. PRESENTACION DE FORMAS FARMACEUTICAS ORALES

* Bromhidrato de dextrometorfan. Tabletas de disolucidén bucal.
* Bromhidrato de dextrometorfan. Jarabe.
* Bromhidrato de dextrometorfan. Comprimidos masticables.
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* Dextrometorfan, polistirex. Suspensién oral de liberacién prolongada.®

2.1.8. DOSIS Y VIAS DE ADMINISTRACION.

Adultos: Oral de 10 a 20 mg cada cuatro horas o 30 mg a intervalos
de seis a ocho horas dependiendo de la necesidad. La descripciéon usual
limite para adultos es de 120 mg al dia.

Nifos: La dosis usual para niflos de dos a seis afios es de 2.5a 5
mg cada cuatro horas y para nifios de seis a doce afos es de 5§ a 10 mg
cada cuatro horas o 15 mg a intervalos de seis a ocho horas,
dependiendo de la necesidad. No exceder de 60 mg en 24 horas®
2.1.9. ALTERACIONES DE LAS PRUEBAS DE LABORATORIO.

El dextrometorfan puede alterar y elevar los resultados de la

amilasa sérica y transaminasa piravica.®

2.1.10. PRECAUCIONES Y RELACION CON EFECTOS DE
CARCINOGENESIS, MUTAGENESIS, TERATOGENESIS Y SOBRE LA
FERTILIDAD.

No se ha reportado ningtin efecto con dextrometorfan.®

10
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2.1.11. SOBREDOSIFICACION o INGESTA ACCIDENTAL:
MANIFESTACIONES Y MANEJO (ANTIDOTOS).

Cuando se excede la dosis recomendada puede presentarse
mareo, nerviosismo y dificuitad respiratoria. En algunos casos de
sobredosificacion puede presentarse mas excitacién que depresiéon. El
antidoto especifico Naloxona ha sido utilizado con éxito para tratar la
sobredosificacion con dextrometorfan.®

2.2. VIAS METABOLICAS DEL DEXTROMETORFAN.

La O-desmetilacién de dextrometorfan a dextrorfan se lleva a cabo
por el CYP2D6, mientras que la formacién de 3-metoximorfina y 3-
hidroximorfina, se lleva a cabo en menor proporcién también por el
CYP2D6 y CYP3A4 respectivamente. Debido a las caracteristicas de su
metabolismo y a su perfil de seguridad, se ha sugerido que el
dextrometorfan puede ser un farmaco de prueba superior para identificar
individuos con deficiencias en la oxidacion de farmacos del tipo

debrisoquina.®1?

En la figura 2 se muestra la estructura quimica del dextrometorfan
(DMT) y sus metabolitos, asi como sus vias metabdlicas.
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N-Desmetilacién / ChgQ O-Desmetilacién

DEXTROMETORFAN
NCH3
M
H
CH30 HO
3-METOXIMORFINA .
DEXTRORFAN

O-Dcsmc&lauN

N-Desmetilacién

HO 3. HIDROXIMORFINA

Figura 2. Vias metabodlicas del dextrometorfan.
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2.3. POLIMORFISMO OXIDATIVO DE CYP2D6.

Se ha propuesto que se puede establecer el fenotipo metabolizador
de un individuo basandose en las concentraciones urinarias del fArmaco y
su metabolito, después de la administracién de una dosis determinada de
un marcador. Esto es Util para predecir el régimen de dosificacion de un
farmaco, aun si su indice terapéutico es estrecho. Las caracteristicas

ideales de un marcador son:

1) seguridad en un amplio rango de poblaciones

2) facil administracion

3) reproducibilidad en la asignacion del fenotipo y

4) alto grado de especificidad para la enzima de interés./*¥

El CYP2D6 es la enzima que caracteriza mejor la expresion
polimérfica de las enzimas del citocromo P450 en humanos. La
debrisoquina se metaboliza en su mayor parte por CYP2D6, motivo por el
cual, hasta hace poco tiempo, se utilizé como el farmaco de eleccién para
establecer el polimorfismo genético de ésta enzima en estudios clinicos,
encontrandose individuos metabolizadores extensos (EM),
metabolizadores pobres (PM) y metabolizadores ultraextensos (UEM).
Actualmente se han utilizado otros farmacos para establecer el fenotipo
metabolizador, entre los que se encuentran esparteina, dextrometorfan, y
mas recientemente propafenona.

13
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Durante los ultimos afios, se ha observado que la O-desmetilacién
de dextrometorfan a dextrorfan es un método relativamente seguro y Gtil

para determinar el fenotipo de CYP2D6 “in vivo" e “in vitro™.(*4%)

En la tabla 1 se presentan los criterios de aceptacién para

establecer el fenotipo del citocromo P-450 CYP2D86.

~Tabla 1. Criterios de la antimoda para la aceptacion del fenotipo
metabolizador CYP2D6.

FARMACO PRUEBA Y PRODUCTO CRITERIO DE ASIGNACION

DEL FENOTIPO
DEBRISOQUINA—4- _ -
HIDROXIDEBRISOQUINA PM=ME=212.6, UEM=ME=0.5
IDEXTROMETORFAN—»DEXTRORFAI\1 PM=ME=z0.3

ESPARTEINA—2-y- —
DEHIDROESPARTEINA PM=ME20.2

A continuacion se presentan diferentes ejemplos de farmacos que
se metabolizan por CY2D6.1'®)

Antiarritmicos: Encainida, Esparteina, Flecainida, Perhexilina,
Propafenona.

Antidepresivos: Amitriptilina, Citalopram, Clomipramina, Desipramina,
Fluoxetina, Fluvoxamina, Imipramina, Maprotilina, Mianserina,
Nortriptilina, Paroxetina.

Bloqueadores fi-adrenérqicos: Bufuralol, Metoprolol, Timolol, Propranolol. .

|
i




GENERALIDADES

Neurolépticos: Haloperidol, Perfenazina, Risperidona, Thioridazina,
Remoxiprida, Zuclopenthixol.
Misceldneos: Codeina, Debrisoquina, Dextrometorfan, Nicotina,

Fenformina.
2.4. VALIDACION DE METODOS BIOANALITICOS.

La validacion es la evidencia experimental documentada que
incluye todos los procedimientos necesarios para demostrar que un
método para la determinacidon cuantitativa de un analito en una matriz
biolégica, es adecuado para cumplir con el propédsito para el cual fue
disefiado.t'"

Antes de emplear un método para un andlisis de muestras, el
analista debe obtener suficientes datos que evalien el desempeiio y la
capacidad del método para conseguir resultados confiables, esto se lleva
a cabo mediante la validacion del método.!'”

Los parametros de validacién son establecidos por organismos
regulatorios como la FDA, CEE, NOM, etc., y en general, son los
siguientes: linealidad, precision, exactitud, limite de cuantificacion, limite
de deteccion, selectividad, estabilidad de la muestra analitica y

recuperacion absoluta, entre otros.'”

La NOM-177-SSA-1-1998 ") que establece las pruebas vy
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable,
recomienda validar un método analitico bajo los siguientes criterios:

|
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2.4.1. LINEALIDAD.'

Es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo,
para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la
concentracion del compuesto en la muestra. Se evalia tanto la linealidad
del sistema como la del método. De acuerdo a las especificaciones, el
sistema se considera lineal si el coeficiente de correlacion es mayor o
igual a 0.99 y el error relativo debido a la regresiéon no mayor del 2%.

El coeficiente de correlacion se obtiene mediante un analisis de
regresion lineal por minimos cuadrados, en donde se utiliza la siguiente

féormula:

= n(Exy) —(Ex)(Ty)
e - @02y - 03

Donde: r= coeficiente de correlacién
X = concentracion
y = respuesta

Para caicular el error relativo debido a la regresién se emplea la

siguiente férmula:

Error relativo = (Sy/x) / y

g

Z V2 — pendicnte (Z xy) = ordendda ( Z »)

n—2

Sy/x =
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Donde: Sy/x = varianza
Y = respuesta promedio
y = respuesta
Xx = concentracion
n = nimero de datos

2.4.2. PRECISION.C'

Es el grado de concordancia entre los resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
porciones de una muestra homogénea del producto, evaluando
repetibilidad y reproducibilidad.

2.4.2.1. REPETIBILIDAD."'"

Es la precision de un método analitico que expresa la variacion
dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones
independientes realizadas en las mismas condiciones. Para considerar un
meétodo repetible, el coeficiente de variacion no debe ser mayor al 15%. El
calculo del coeficiente de variacién se realiza mediante la siguiente

ecuacion:

C.V.=8Sx/x

Sx = S -1

n=1
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Donde: Sx = Desviacion estandar
X =concentracién promedio
X = concentracion
n = numero de datos

2.4.2.2. REPRODUCIBILIDAD INTRALABORATORIO.\'M

Es la precision de un método analitico en donde se expresa la
variacion obtenida entre las determinaciones independientes realizadas
en el mismo laboratorio, pero en diferentes condiciones de analisis, tales
como los dias, equipo, columnas o analistas. Un método es reproducible
siempre y cuando el coeficiente de variacién no sea mayor al 15%.

2.4.3. EXACTITUD."

Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el
valor de referencia. Se determina mediante la desviacion absoluta del
valor promedio de las concentraciones experimentales de cada nivel de la
curva, con respecto a la concentracién nominal de la muestra y para
calcularla se emplea la siguiente ecuacién:

o, - { Conc. nominal - Conc. expenmental promedio )
% Desv. absoluta = 100 X Eone: romiai
Para que el método se considere como exacto, el valor promedio
de las determinaciones en cada nivel de concentracion deben
encontrarse dentro del 15% del valor nominal de concentracion.
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2.4.4. LIMITE DE CUANTIFICACION.C'D

Se define como la concentraciobn mas baja del compuesto que
puede cuantificarse, cumpliendo con la exactitud y precisidn establecidas
en el método. Se establece que tiene validez como limite de
cuantificaciéon cuando el valor promedio de las cinco repeticiones se
encuentran dentro del +20% del valor nominal con un coeficiente de
variacion no mayor al 20%.

2.4.5. LIMITE DE DETECCION.UD

Se define como la minima concentracion de un compuesto .en una
muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada,
bajo las condiciones de operacion establecidas. Como limite de deteccion
se considera aquella concentracion cuya respuesta es de 2 a 4 veces la
sefal del ruido de fondo.

2.4.6. SELECTIVIDAD.W'!

Es la capacidad de un método analitico para cuantificar exacta y
especificamente el compuesto de interés, en presencia de otros
compuestos que pudieran estar presentes en la muestra.
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2.4.7. RECUPERACION ABSOLUTA.\'\"

Es la eficiencia de un método analitico para cuantificar el o los
compuestos por analizar en la matriz biolégica. Se evalua determinando
el porcentaje de recuperacion a cada nivel de concentracion, el cual debe
ser consistente en cada nivel dentro del rango de concentraciones.

2.4.8. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA O

Es la propiedad del compuesto por analizar, de conservar sus
caracteristicas en la matriz biolégica, desde el momento del muestreo
hasta su analisis. Se determina evaluando el porcentaje de desviacion
absoluta, el cual debe ser menor al 15%.

2.5. METODOS ANALITICOS PARA LA CUANTIFICACION DE
DEXTROMETORFAN Y DEXTRORFAN EN FLUIDOS BIOLOGICOS.

Se han reportado diferentes métodos anatiticos para la
cuantificacion de dextrometorfan y/o dextrorfan en fluidos biologicos, los
métodos que se incluyen son: espectrometria de fluorescencia,
radioinmunoanalisis, cromatografia de gases-liquidos, cromatografia de
liquidos de alta resolucién y cromatografia de capa fina. De los métodos
antes mencionados, la cromatografia de liquidos de alta resoluciéon ha
sido el método mas comiunmente empieado debido a su alta sensibilidad

y a los sencillos métodos de extraccion.
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En la tabla 2 se describen algunos métodos de cromatografia de

liquidos de alta resolucién previamente publicados para la cuantificacidon
de dextrometorfan y dextrorfan,

Tabla 2. Métodos de cromatografia de liquidos de alta resolucion

utilizados para la determinacion y cuantificacion de dextrometorfan y

dextrorfan en orina y/o plasma.

2 del Tiempo Solvente
; total del § utilizado en
Columna Fase Movil Detector detne::)ou' analisis la
( (min) extraccion
Acetonitrilo:
: _ Buffer de Hexano y
f.S_a_ ﬁﬂg."gmg, fosfatos Ultravioleta 280 15 alcohol
'O HM- 16 01M, pH 4.0 n-butilico
(45:55viv). '8
Acetonitrilo: U.V. a
Buffer de 484 .
No::za;:k fosfatos Ultavioletay | Fluores- 10 %ﬁ;‘:: ;’
15)’20 463"'”“ 0.01M, pH 4.0 | Fluorescencia | cencia a (95:5v/v)
: | (40:60v/iv). U9 280y :
310
' Acetonitrilo: 10 mL de
( Sr;‘eelsg:g:;l‘ e Buffer de 280 Hexano con
x‘;. 4.6 um X fosfatos Fluorescencia 305y 20 trietilamina
150 “m * [0.01M, pH 3.0 al0.1%
mm- 1 (30:70vtv). ®®
Acetonitrilo: 10 mL de
. buffer de diclorometa-
f_jgﬁ:f'g”:; fosfatos | U.V.-Visible | 280 23 no
» 2 HM- 1 0.01M, pH 4.0
(35:65 v/v).??
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3. PARTE EXPERIMENTAL.
La parte experimental se dividié en dos partes:

1. Optimizacion y validacion del método analitico para cuantificar
dextrometorfan y d extrorfan e n orina p or C romatografia d e L iquidos
de Alta Resolucion (CLARY).

2. Analisis de las muestras de voluntarios sanos para la cuantificacion
de dextrometorfan y dextrorfan.

3.1. OPTIMIZACION Y VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA
CUANTIFICACION DE DEXTROMETORFAN Y DEXTRORFAN EN ORINA,

El método analitico empleado fue el descrito por Wenk et.al .,?" con
algunas modificaciones que posteriormente se mencionaran:

3.1.1. MATERIALES, EQUIPOS E INSTRUMENTOS.

- Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion Waters Millenium que
consta de:
o Bomba cuaternaria con desgasificador modelo 600 controlled
Waters.
o Detector de fluorescencia scanning modelo 474 Waters.
o Inyector automatico modelo 717 plus Waters.

o Paquete de integracion Millenium version 32.

23
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Centrifuga Marathon modelo 26 KM.

Centrifuga Sorvall modelo SS-3.

Agitador Vortex Thermolyne modelo 37600.

Balanza analitica OHAUS modelo AS-120.

Potenciométro OAKTON.

Parrilla con calentamiento/agitacion VWR Scientetic modelo 220.
Repetidora Eppendorf Repeater plus.

Micropipeta Eppendorf de 100 a 1000 L.

Micropipeta Eppendorf de 10 a 100 plL.

Ultrasonido Fisher Scientific modelo FS20.

Equipo para filtracion Milipore con membrana de 0.45 mm.
Manifold o equipo de extraccién con cartuchos Bond-Elut.

3.1.2. REACTIVOS.

Acetonitrilo, grado HPLC J.T. Baker.

Metano!, grado HPLC Mallinckrodt.

Agua desionizada, grado HPLC.

Fosfato monobasico de potasio R.A. Mallincrodt.
Carbonato de sodio R.A. J.T. Baker.

Acido fosforico R.A. Merck.

Acido clorhidrico R.A. J.T. Baker.

Enzima b-glucoronidasa (105 000 unidades/mL) SIGMA.
Acetato de sodio R.A. J.T. Baker.
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3.1.2.1. SUSTANCIAS DE REFERENCIA.

Dextrometorfan clorhidrato donado por la Facuitad de Quimica,
UNAM, lote 47R50

Dextrorfan-D tartrato Research Biochemicals International RBI. Lote
10 CM-1X-13

3.1.3. PREPARACION DE SOLUCIONES.
Solucion estandar de Dextrometorfan (DMT).

Pesar con exactitud 10 mg de estandar de dextrometorfan, transferir a
un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y llevar a volumen con una mezcla
acetonitrilo;:agua (40:60v/v). Esta solucion tiene una concentraciéon de 1000
pg/mL de dextrometorfan (solucion patrén A). De la solucién patron A
transferir 1 mL a un matraz volumeétrico de 10 mL y llevar a volumen con
acetonitrilo:agua (40:60v/v) (100 pug/mL, solucién patréon B). De la solucion
anterior tomar 1 mL transferirlo a un matraz volumétrico de 10 mlL y llevar a
volumen con acetonitrilo:agua (40:60v/v) (10 ug/mL, solucién patrén C).

Solucion estandar de Dextrorfan (DT).

Pesar con exactitud 10 mg de estandar de dextrorfan, transferir a un
matraz volumétrico de 10 mL, disolver y llevar a volumen con una mezcla
acetonitrilo:agua (40:60v/v). Esta solucion tiene una concentracion de 1000

pg/mL de dextrorfan (solucion patron A). De la solucion patron A transferir 1
25
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mL a un matraz volumétrico de 10 mL y llevar a volumen con
acetonitrilo:agua (40:60v/v) (100 pg/mL, solucion patrén B). De la solucién
anterior tomar 1 mL transferirlo a un matraz volumetrico de 10 mL y llevar a
volumen con acetonitrilo:agua (40:60v/v) (10 ug/mL., solucion patron C).

Solucién enzimatica de pB-glucoronidasa (683 unidades/mL)

Tomar 65 pL de una solucién comercial de enzima B-glucoronidasa de
105 000 U/mL, transferir a un matraz volumétrico de 10 mL y llevar a
volumen con solucién amortiguadora de acetato de sodio 0.2 M a pH de 5.0.
Esta solucién tiene una concentracion final de 683 U/mL.

Solucion amortiguadora de acetato de sodio 0.2M pH 5.

Pesar 1.36 g de acetato de sodio, transferirlo a un matraz volumétrico
de 50 mL, disolver y illevar a volumen con agua desionizada. Ajustar el pH a
5.0 con acido O-fosférico al 85%.

Solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio 0.01M pH
3.5.

Transferir a un matraz volumétrico de 1 L, 1.36 g de fosfato
monobasico de potasio, disolver y llevar a volumen con agua desionizada.
Ajustar el pH a 3.5 con acido O-fosférico al 85%, filtrar la solucién al vacio a
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través de una membrana millipore de 0.45 mm y desgasificar por
sonificacion al vacio durante 15 minutos.

3.1.4. PREPARACION DE LA CURVA PATRON.

La curva de calibracidon consisti® de siete concentraciones: 0.012,
0.025, 0.1, 1, 5, 10 y 25 ug/mL tanto para dextrometorfan como para
dextrorfan, y tres puntos de control de calidad, cuyos valores se
encontraban dentro del intervalo, pero no pertenecian a los valores
establecidos para ta curva de calibracion. A estos se les asignaron valores
de concentraciones de 0.05, 0.5 y 8 pg/mL.

En la tabla 3 se esquematiza la preparacion de los puntos
correspondientes a la curva de calibracién y puntos control conteniendo
dextrometorfan y dextorfan en orina.
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—

Tabla 3. Preparacién de la curva patron conteniendo dextrometorfan y

dextrofan en fase moévil u orina.

AlicuotajjAlicuotafl Solucion § Solucion

de Volumen de
S,Sl.':.c)‘/ %“?r stock ACN:Agua
(ug/mL) de DMTJ de DT (40:69 viv)u
(pL). orina

0.012 12 12 C C 10
0.025 25 25 C C 10
0.05 5 5 B B 10
0.1 10 10 B B 10
0.5 50 50 B B 10
1 100 100 B B 10
5 50 50 A A 10
8 80 80 A A 10
10 100 100 A A 10
25 250 250 A A 10

E! método analitico empleado se basé en el descrito por Wenk 2",

con algunas modificaciones que a continuacion se mencionan:

- Debido a que 1a A de emisién no se encuentra reportada y presenta A
228 nm de excitacion se realizé un cambi6é en la A de excitacién y de
emision de 280 y 310 nm respectivamente.

- Se adecud la fase moévil: metanol:acetonitrilo:buffer de fosfatos 0.01M
pH 3.5 (20:25:55v/v) por una constituida en buffer de
fosfatos:acetonitrilo 0.01M pH 3.5 (60:40 viv).

- Se modifico la velocidad de flujo de 1.0mbL/min. por una de 1.2mL/min.
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- Se precis6 el rango de concentraciones de la curva de calibracion de
0.10 a 25 yg/mL por un rango de 0.012 a 25 ug/mL y la omisién de un
estandar interno.

3.1.5. OPTIMIZACION DE LA FASE MOVIL.

La eleccion de la fase movil se enfocd a aquella que definiera una
mejor y mayor sensibilidad, una simetria <2.0 y una R 2 2.0, para garantizar
la separacion aceptable de los picos y una adecuada integracion y
cuantificacion de los mismos, la fase mévil empleada fue Buffer de fosfatos
0.01 M pH 3.5 / ACN (60:40v/v) y los cambios de la fase movil realizados
fueron en el pH y en la proporcion de la misma manejando un rango de pH
de 3.5 a 4 y una proporcion de fase (65:35v/v) y (60:40v/v).

3.1.6. OPTIMIZACION DEL METODO DE EXTRACCION

El criterio para la seleccion del método de extraccidon se enfocod en
aquel que ofreciera una mayor respuesta en términos de altura o areas de
pico, menor presencia de impurezas y repetibilidad en los resultados. Este
método se basd en lo descrito por Wenk y colaboradores y consistid en
realizar modificaciones en los volumenes o alicuotas adicionadas de las
soluciones empleadas para extraer. ?"
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3.1.7. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DEL DETECTOR DE
FLUORESCENCIA.

Se evaluaron aquellas condiciones que proporcionaran una mayor
respuesta de los pico de interés, asi como una mayor sensibilidad para
detectar cantidades minimas del farmaco y su metabolito, se probaron
cambios en la longitud de onda de emisién y de excitacion en un rango de
230 a 330, asi como variacién en la ganancia, atenuacion, tipo de fiitro, esto
ultimo con respecto al detector, los cuales no se seialaron en el articulo.

3.2. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
DEXTROMETORFAN Y DEXTORFAN EN ORINA.

Una vez obtenidas las condiciones analiticas del método, se realizd la
validacion del método.

3.2.1.VALIDACION DEL SISTEMA.

3.2.1.1. LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA

La linealidad del sistema se determind preparando, a partir de
pesadas independientes, 2 curvas pairon de dextrometorfan (DMT) y
dextrorfan (DT), en el intervalo de concentraciones de 0.012 a 25 yg/mL, de
acuerdo a lo descrito en la tabla 3. Se graficé el area contra la
concentracion correspondiente y para cada curva se determina, por ajuste
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de minimos cuadrados, el coeficiente de correlacion (r), la pendiente (m) y
la ordenada al origen (b).

La precision del sistema se evalué a partir de los datos de linealidad,
de los cuales se obtuvo, para cada curva, el error debido a la regresiéon y el

% C.V. del factor de respuesta.

3.2.2. VALIDACION DEL METODO.

3.2.2.1. LINEALIDAD DEL METODO.

Para evaluar la linealidad del método, se prepararon 3 curvas patron
de dextrometorfan y dextrorfan en orina a partir de pesadas independientes,
en el intervalo de concentraciones de 0.012 a 25 ug/mL, (tabla 3). Las
muestras se procesaron de acuerdo a lo establecido despueés de optimizar
el método y se inyectaron al cromatégrafo. Se grafico el area de
dextrometorfan y dextrorfan contra la concentracion correspondiente y para
cada una de las curvas se determind el coeficiente de correlacion (r), la
pendiente (m) y la ordenada al origen (b).

3.2.2.2. PRECISION DEL METODO.

La precision se determiné evaluando la repetibilidad o precision
intradia y reproducibilidad o precisién interdia.
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3.2.2.2.1. Repetibilidad del Método.

Este parametro se determind en un mismo dia de trabajo, bajo
condiciones idénticas de analista, equipo y laboratorio. Se analizaron por
quintuplicado tres niveles de concentracion 0.05, 0.5 y 8 pg/mL que
corresponden a ias concentraciones baja, media y alta del rango de
concentraciones evaluado respectivamente. Se determin6é el promedio, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion por ciento de cada

concentracion.

3.2.2.2.2. Reproducibilidad del Método.

Para evaluar la reproducibilidad del meétodo, se prepararon por
duplicado los niveles de concentraciones correspondientes a 0.05, 0.5y 8.0
ug/mi, en tres dias continuos de trabajo, conservando las mismas
condiciones de equipo y laboratorio. Se determind el promedio, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion por ciento de cada

concentracion.

3.2.2.3. EXACTITUD DEL METODO.

Se evalud a partir de los datos de repetibilidad y reproducibilidad,
determinando la desviacion absoluta del valor promedio de las
concentraciones experimentales de cada nivel de la curva, con respecto a la

concentracion nominal de la muestra.
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3.2.2.4. LIMITE DE CUANTIFICACION.

El limite de cuantificacion se estableci6 como la concentracion mas
baja del farmaco que puede ser cuantificada con exactitud y precision bajo
las condiciones normales de operaciéon. Se evaludé preparando por
quintuplicado muestras de dextrometorfan y dextrorfan en orina a la
concentracion de 0.012 ug/mL. Se determiné el porcentaje de desviacion
absoluta y el coeficiente de variacion.

3.2.2.5. LIMITE DE DETECCION.

E! limite de deteccion se determiné haciendo diluciones del ultimo
punto de la curva hasta que la sefal del compuesto por analizar en la matriz
bioldgica presentara una senal de ruido tres veces mayor.

3.2.2.6. SELECTIVIDAD.

Se evalud analizando un pool de orina proveniente de voluntarios y
muestras conteniendo diferentes farmacos de uso comun. Ni la matriz
biolégica ni los productos de degradacion, ni el tolueno, ni la B-
glucoronidasa deben interferir con los picos de interés, asi como tampoco ia
respuesta que pudieran dar los farmacos utilizados (acido acetil salicilico y
paracetamol).
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3.2.2.7. RECUPERACION RELATIVA O RECOBRO.

El recobro absoluto se evalué preparando por triplicado muestras de
concentraciones de 0.05, 0.5 y 8 ug/mL, conteniendo tanto dextrometorfan
como dextrorfan, en orina y en acetonitrilo:agua (40:60v/v). Los resultados
de concentracion obtenida en la matriz bioldgica, se compararon con los
resultados de los mismos puntos preparados en acetonitrilo:agua 40:60 v/v,
y se calculd el porcentaje de recobro a cada nivel de concentracion. El
porcentaje no necesariamente debe ser del 100%, pero si debe ser
reproducible en cada nivel de concentracion dentro del rango.

3.2.2.8. ESTABILIDAD.

La prueba de estabilidad tuvo como funcion determinar las
condiciones de temperatura y tiempo, en las que el compuesto permanece
estable, durante su manejo, almacenamiento y procesamiento y ésta se
llevé a cabo, evaluando tres niveles de concentracion en orina (0.05, 0.5y 8
pg/mL), bajo las siguientes condiciones:

a) Estabilidad de la muestra procesada.

Para evaluar la estabilidad de la muestra procesada, se prepararon
por duplicado las concentraciones antes mencionadas, las cuales se
procesaron de acuerdo al método de extraccion propuesto. Las muestras
fueron inyectadas al tiempo cero y después de 24 horas de procesadas,

34




PARTE EXPERIMENTAL

comparandose la concentracion recuperada promedio de las ultimas con
respecto a las de su valor inicial.

b) Estabilidad de la muestra a temperatura ambiente.

Para determinar la estabilidad de las muestras a temperatura
ambiente, se prepararon por duplicado muestras control de dextrometorfan
y dextrorfan, las cuales se mantuvieron a temperatura ambiente y se
procesaron e inyectaron a los tiempos 0,.24 y 48 horas. Las muestras se
consideraron estables si la concentracion recuperada promedio se
encontraba dentro del limite del £15% de! valor original.

c) Estabilidad de la muestra en refrigeracién a §°C;

La estabilidad de las muestras en refrigeracion se evalud preparando
por duplicado muestras control de dextrometorfan y dextrorfan en orina, las
cuales se mantuvieron en refrigeracion a 5°C. Las muestras se procesaron y
analizaron al tiempo 0 y a los 3 y 5 dias después se compard la
concentraciéon recuperada promedio del tiempo O con las obtenidas el resto
de los dias.

d) Estabilidad de la muestra en congelacion.

Se evalud la estabilidad de la muestra en ccngeiacidon, preparando
por duplicado muestras control de dextrometorfan y dextrorfan en orina, las
cuales se dividieron en dos partes iguales y se almacenaron en congelacion
a -70°C. La primera parte de las muestras se descongelaron, procesaron y
analizaron a los 5 dias, y el resto de las muestras a los 30 dias de su
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preparacién. Las muestras se consideraron estables si la concentracidn
recuperada promedio se encontraba dentro del limite de! £15% del valor

original.

3.3. USO DEL METODO PARA DETERMINAR EL FENOTIPO
METABOLIZADOR EN VOLUNTARIOS SANOS.

Una vez validado el método, se reclutaron 12 voiuntarios a los cuales
se les determind el fenotipo metabolizador para CYP2D6.

3.3.1. PRODUCTO COMERCIAL EMPLEADO EN EL ESTUDIO.

ROMILAR jarabe, frasco de 100 mL, Laboratorios ROCHE, México,
conteniendo 0.300 g de Bromhidrato de Dextrometorfano.

3.3.2. VOLUNTARIOS.

En el estudio participaron 12 voluntarios sanos, de los cuales 4 eran
del sexo femenino y 8 del sexo masculino, con edades comprendidas entre
21 a 52 anos de edad.

A los participantes se les informé de la naturaleza y los fines del
estudio mediante un protocolo con las indicaciones a seguir para la
realizacion del mismo, mencionando las indicaciones y usos del farmaco y

los posibles riesgos o efectos secundarios; asi mismo, se les proporcioné un
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cuestionario donde se requerian las caracteristicas genealdgicas de cada
voluntario asi como sus datos personales (Apéndice Il). Cada uno de los
voluntarios firmé una hoja dando su consentimiento (Apéndice 1) para
participar en dicho estudio.

3.3.3. CRITERIOS DE EXCLUSION.

Quedaron excluidos del estudio aquellos sujetos que:

a) Hubieran tomado algun medicamento 3 dias previos al estudio.

b) Presentaran hipersensibilidad al medicamento.

c) Tuvieran alguna enfermedad hepatica, renal o asociada a problemas
de desarrollo.

d) Padecieran ulcera gastrica o asma.

3.3.4. PROTOCOLO DEL ESTUDIO.

Cada uno de los participantes se ajusté al siguiente protocolo:
Antes de la administracion del farmaco fos voluntarios debian vaciar

completamente la vejiga.

El dia del estudio cada voluntario ingiri®6 10 mL de jarabe ROMILAR
de ROCHE, equivalente a 30 mg de dextrometorfan, con un vaso de agua.
El volumen del jarabe se midi® con el vaso dosificador incluido en el

producto farmacéutico.
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Después de la administracién, se le pidi6 a cada voluntario colectar
toda la orina correspondiente a 8 horas posteriores a la administracion, en

un frasco de vidrio color ambar.

Se midi6é el volumen total de orina y se tomo una aticuota de 30 o 40
mL, la cual se centrifugo, se decantd y posteriormente se le adiciond
tolueno para conservar ias muestra, las cuales se congelaron a -70°C hasta
el momento de su andlisis por Cromatograffa de Liquidos de Alta

Resoiucién.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

4.1. OPTIMIZACION DEL METODO POR CROMATOGRAFIA DE
LiQuIDOS DE ALTA RESOLUCION PARA  CUANTIFICAR
DEXTROMETORFAN Y DEXTRORFAN EN ORINA.

La fase moévil de eleccion consistio de una mezcla de solucion
amortiguadora de fosfato monobasico de potasio 0.01M pH 3.5/acetonitrilo
en proporcion (60:40v/v) a una velocidad de flujo de 1.2 mlL/min, ya que fue
la que permitid obtener mejores parametros cromatograficos de resolucion,
K'y simetria de picos.

En la tabla 4 se presentan las condiciones cromatograficas

establecidas para el andlisis de la muestra después de la optimizacion del
método:
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Tabla 4. Condiciones cromatograficas.

Detector Fluorescencia
Longitud de onda 280 nm excitacion y 310
nm emision
Columna Spherisorb fenilo, 4.6 x
250 mm 1.D., con un
tamario de particula de

5 um
Fase movil Acetonitrilo:Buffer de
fosfatos 0.01M pH 3.5
(40:60 v/v)
Velocidad de flujo 1.2 ml/min.
Volumen de inyeccidon 20 pb
Temperatura de analisis Ambiente
Tiempo de corrida 13 minutos

Para la seleccion del método de extraccion se consideré aquel que
nos permitiera tener una cantidad mayor de recobro tanto del farmaco como
de su metabolito, asi como la minima presencia de impurezas procedentes
de las muestras urinarias. El método de extraccion final se muestra en la
figura 3.
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1 mL de muestra de
orina

!

250 pL de p-glucoronidasa e incubar 18
horas a 37°C

!

250 pL de la muestra + 1 mL de carbonato de sodio
0.1M pH 9.2

Yy
Pasar la muestra por el cartucho Bond-Elut
previamente activado: 3mL MeOH + 3mL
aiua
Lavar con 3 mL de agua desionizada + 1 mL de
ACN
¥
Eluir con 3 mL de una mezcla de

MeOH:ACN:Acido fosférico al 2%
(50:30:20v/v)

| Evaporar a sequedad con N,a 70°C |

¥
Reconstituir en 250 1L de HCI 0.01
M

)

Inyectar 20 L al sistema
HPLC

Figura 3. Esquema de extraccion para cuantificar dextrometorfan y

dextrorfan en orina.
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4.2, VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION
DE DEXTROMETORFAN Y DEXTRORFAN EN ORINA POR
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR).

Los criterios para validar el método analitico se basaron en los
lineamientos especificados por diversos organismos intermacionales (NOM
177-SSA-1 1998). 17
4.2.1. VALIDACION DEL SISTEMA.

4.2.1.1, LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA.

En las tablas 5 y 6 se muestran los resuitados obtenidos a partir de
dos curvas de calibracion en fase (ACN:Agua 40:60v/v) conteniendo
dextrometorfan y/o dextrorfan y en las figuras 4 y 5§ se muestran las curvas
correspondientes. Se observa que el sistema es lineal en el rango de
concentraciones de 0.012 a 25 ug/mL. El error relativo debido a 1a regresion
fue menor al 2% en ambos casos y el C.V. % del factor de respuesta fue de
0.52 y 0.29% para dextrometorfan y dextrorfan respectivamente.
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Tabla 5. Linealidad del sistema para la cuantificacion de dextrometorfan

(DMT).

/mL)

ConcentracionjCurva 1 areasjCurva 2 areas

Factor de

respuesta 1

Factor de

respuesta 2

0.012 4885.0 4862.0 407083.3 405166.7
0.025 10147.0 10169.5 405880.0 406780.0° §
0.1 40584.5 40470.5 405845.0 404705.0 §
1 400036.6 400176.5 400036.6 400176.5
5 2026953.5 2023584.0 405390.7 404716.8
10 4054253.0 4051987.0 405425.3 405198.7
25 10130540.5 10116706.0 405221.6 404668.2
Coeficiente de - -
correlacion (r) 1.0000 1.0000
llPendiente (m)| 405285.2 404753.1 - -
Ordenada al
origen (b) -687.919 -338.8 - -
%error
S 0.1012 0.1254 - -
% C.V. del
factor de - - - 0.5157
respuesta
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-
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Figura 4. Linealidad del sistema para dextrometorfan en solucion.
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Tabla 6. Linealidad del sistema para cuantificar dextrorfan (DT).

ConcentracionjiCurva 1 areasfCurva 2 areas Factor de Factor de
/mL) respuesta 1 respuesta 2
0.012 6113.9 6179.0 509491.7 514916.7
0.025 12895.5 12833.0 515820.0 513320.0
0.1 51247.0 51287.0 512470.0 512870.0
1 512245.0 - 515953.0 512245.0 515953.0
5 2561767.0 2571257.0 512353.4 514251.4
10 5123646.0 5153069.0 512364.6 515306.9
25 12825811.0 12962615.5 513032.4 518504.6
Coeficiente de
correlacion (r) 1.0000 1.0000 - -
Pendiente (m) 512992.1 514426.8 - -
Ordenada al
origen (b) -1318.5 -1683.2 - -
%error
relativo 0.0924 0.1569 - -
% C.V. del
factor de - - - 0.2930
respuesta
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1.4x10" 1
1.2x10"
1.:»:10’J

4
8.0x10"
g

6.0x10° ]

Y = 513709.4503 X - 1500.8864
r = 0.9999

AREA

4.0x10°
2.0x10"

0.0 4 -

-2.0x10° T

10 ) 1‘5 ) 20 ) 2I.’>
CONCENTRACION

[« 25
o

Figura 5. Linealidad del sistema para dextrorfan en solucion

4.2.2. VALIDACION DEL METODO.

4.2.2.1. LINEALIDAD DEL METODO.

En las tablas 7 y 8 se presentan los resultados obtenidos de tres
curvas de calibracion en orina conteniendo dextrometorfan y dextrorfan
respectivamente en un rango de concentraciones de 0.012 a 25 ug/mL, y en .
las figuras 6 y 7 se muestran las curvas obtenidas.
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Tabla 7. Linealidad del método para cuantificar dextrometorfan (DMT).

Concentracion

Curva 2

Curva 3

Promedio

areas areas
i 4356.0 4291.5 4256.0 4301.2
0.025 9635.0 9911.0 9654.5 9733.5
0.1 38543.0 39108.0 38837.0 38829.3
1 387364.0 399623.2 387283.0 3914234
5 1942679.0 | 1973162.2 | 1941816.0 | 1952552.4
10 3871145.0 | 3994652.0 | 3870840.5 | 3912212.5
25 9702316.0 | 9933175.0 | 9702026.0 | 9779172.3
r 1.0000 0.9999 1.0000 0.9999
m 388023.9 397514.2 388010.4 391182.8 I
b -871.4 197.6 -981.4 -5651.7
Conc. Conc. Conc. Conc. ) Desv. % % D.E.A
nominallj recuperada | Recuperada ] Recuperada § Promedio § estandar cV (exaéti(uci)
/mLR 1 /mL 2 (ug/mL 3 /mL U
0.012 0.013 0.010 0.013 0.012 0.002 114.81 3.52
0.025 0.027 0.024 0.027 0.026 0.002 6.20 5.23
0.1 0.102 0.098 0.103 0.101 0.002 2.47 0.69
1 1.001 1.005 1.001 1.002 0.002 0.24 0.20
5 5.009 4.963 5.007 4.993 0.026 0.52 0.14
10 9.979 10.049 9.979 10.002 0.040 0.40 0.02
25 25.007 24.988 25.007 25.000 0.011 0.04 0.00
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Figura 6. Linealidad del método para dextrometorfan en orina
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Tabla 8. Linealidad del método para cuantificar dextrorfan (DT).

Concentraciong Curva 1 Curva 2 Curva 3 .
/mL areas areas areas Promedio
0.012 3842.0 3618.0 3860.0 3773.3
0.025 7245.0 7099.0 7210.0 7184.6
0.1 29645.0 28899.0 29388.0 29310.6
1 293819.0 284349.0 293620.0 290596.0
5 1450167.5 | 1441252.0 | 1451052.5 | 1447490.7
10 2909148.0 | 2853775.0 | 2909148.C | 2890680.3
25 7262148.0 | 7156210.0 | 7262748.0 | 7227035.7
r 1.0000 1.0000 1.0000 0.9999
m 290482.0 286174.3 290508.0 289054.7
b 922.6 407.2 914.3 748.0
| Conc. § Conc. Conc. [ Conc. Desv. o f%DEA
nominal § recuperada J§ recuperada § recuperada § Promedio |} estandar cV (exaéti{uci)
g/mL 1 (ug/mL 2 (ng/mL 3 (ug/mlL l

0.012 0.010 0.011 0.010 0.010 0.001 16.22] 12.75
0.022 0.023 0.022 0.022 0.001 14.32| 10.91

0.099 0.100 0.098 0.099 0.001_j0.78 1.18

1.008 0.992 1.008 1.003 0.009 [0.91 0.27

4.989 5.035 4.992 5.005 0.026 (0.51 0.10

10.012 9.971 10.011 9.998 0.023 [0.23 0.02

24.997 25.005 24.997 25.000 0.005 }0.02 0.00
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Figura 7. Linealidad del método para dextrorfan en orina

Al graficar el promedio de las areas respecto a la concentracion, el
meétodo se comporté de manera lineal en el intervalo de concentraciones de-
0.012 a 25 pg/mL tanto para dextrorfAan como para dextrometorfan,
presentando un coeficiente de correlacion 0.9999 o mejor, en ambos casos.
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4222 PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO.

4.2.2.2.1. Repetibilidad.

Los resultados obtenidos en la evaluacidon de la repetibilidad tanto
para dextrometorfan como para dextrorfan, se muestran en las tablas 9y 10
respectivamente.

Tabla 9. Repetibilidad para dextrometorfan (DMT).

Concentracion

0.05 ] 0.5 8.0

Concentracidén Recuperada (ug/mL)
0.0490 0.5058 7.9345
0.0506 0.5031 8.0562
0.0497 0.4982 8.0538
0.0498 0.5078 7.9935
0.0516 0.4841 7.9900
Promedio 0.0501 0.4998 8.0056
Desv. Estandar 0.0010 0.0095 0.0508
% C.V. 1.98 1.90 0.64
% Desv. Absoluta 0.28 0.04 0.07
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Tabla 10. Repetibilidad para dextrorfan (DT).

Concentracion
nominal /mL.) 0.05 0.5 8.0
REPLICA Concentracion recuperada (p1g/mL)
0.0448 0.5096 8.0062
0.0454 0.5067 7.9528
3 0.0448 0.4991 7.9366
4 0.0458 0.4979 8.0760
5 0.0452 0.5112 8.0268
Promedio 0.0452 0.5049 7.9997
- Desv. Estandar 0.0004 . 0.0061 0.0565
| % C.V. 0.8849 1.20 1 0.71
[ % Desv. Absoluta 9.60 0.98 0.004

Los resultados obtenidos muestran que el coeficiente de variacion va
de 0.64 a 1.98% para dextrometorfan y de 0.71 a 1.20% para dextrorfan,
mientras que la desviacion absoluta con respecto at valor nominal varia de
0.04 a 0.28% para dextrometorfan y de 0.004 a 9.60% para dextrorfan. En
ambas pruebas el % C.V. fue menor al limite maximo del £15%.

4.2.2.2.2. Reproducibilidad.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la reproducibilidad tanto .
para dextrometorfan como para dextrorfan, se muestran en las tablas 11 vy
12 respectivamente.
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Tabla 11. Reproducibilidad del dextrometorfan (DMT).

Concentracion nominat I
ImL 0.05 0.5 I 8.0
DIA

Concentracion recuperada (ug/mlL)
1 1 0.0490 0.4978 8.0718
2 0.0492 0.4906 8.0995
2 1 0.0483 0.5018 8.0247
2 0.0494 0.5078 8.0793
3 1 0.0484 0.4961 8.1004
2 0.0503 0.5115 7.6238
Promedio 0.0491 0.5009 7.9999
Desv. estandar 0.0007 0.0077 0.1863
% C.V. 1.49 1.55 2.33
| % Desv. absoluta 1.80 0.19 0.001
Tabla 12. Reproducibilidad del dextrorfan (DT).
Concentracidon nominal 0.05 I 05 8.0
- Concentracion recuperada (png/mL)
I 1 1 0.0444 0.5006 7.9876
2 0.0451 0.5102 8.1206
2 1 0.0453 0.5154 8.1196
2 0.0452 0.5013 8.1130
3 1 0.0463 0.5056 8.0107
2 0.0478 0.4940 7.6469
Promedio 0.0457 0.5045 7.9997
Desv. estandar 0.0012 0.0076 0.1825
% C.V. 2.63 1.51 2.28
% Desv. absoluta 8.63 0.90 0.003
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De los resultados obtenidos se observa que el coeficiente de variacion
va de 1.49 a 2.33% para dextrometorfan y de 1.51 a 2.63% para dextrorfan,
mientras que la desviacién absoluta con respecto al valor nominal va de
0.001 a 1.80% para dextrometorfan y de 0.003 a 8.63% para dextrorfan.
Considerando que el limite de variacion permitido para establecer como
preciso y exacto un método analitico aplicado a fluidos biologicos es del
15%, se considera que el método es preciso y exacto.

4223 RECUPERACION ABSOLUTA.

- 'En las tablas 13 y 14 se muestra el porcentaje de recobro tanto para
dextrometorfan como para dextrorfan en orina, evaluados por triplicado
tanto en la matriz biolégica como en soiucioén,

Tabla 13. Recobro absoluto para dextrometorfan (DMT).

Tipec de Muestras extraidas de Muestras en fase
muestra orina (Hg/mL) no extraidas (ug/mL)
Concentraciony 0.05 0.5 8 0.05 0.5 8

recuperada [ 0.0534 | 0.4794 | 7.5534 0.0532 0.5040 7.9970
(ug/mL) 0.0581 | 0.5208 | 8.2126 | 0.0563 0.4978 7.9546
0.0524 | 0.4699 | 7.4157 | 0.0545 0.4916 8.0488
Fromedio 0.0546 | 0.4900 | 7.7272 | 0.0547 0.4978 8.0001
% recobro 99.82 98.44 96.59
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Tabla 14. Recobro absoluto para dextrorfan (DT).

Tipo de Muestras extraidas de Muestras en fase
muestra orina (pug/mL) no extraidas (pg/mL)
Concentracion® 0.05 0.5 8 0.05 0.5 8

recuperada § 0.0447 | 0.4813 | 7.8199 | 0.0469 0.4985 7.9488
(pg/mL) 0.0469 | 0.4964 | 8.0806 | 0.0475 0.4785 7.9036
0.0467 | 0.5121 | 8.2759 | 0.0465 0.5068 8.1484

Promedio 0.0461 | 0.4966 | 8.0588 | 0.0470 0.4946 8.0003
% recobro 98.09 100.40 100.74

De acuerdo a los resultados obtenidos, tanto para dextrometorfan
como para dextrorfan, el recobro absoluto fue constante en el rango de
concentraciones estudiado y resultd mayor del 95% para ambos farmacos,
obteniéndose un % de recobro para dextrometorfan del 96.59 al 99.82% y
del 98.09 al 100.74% para dextrorfan.

4.2.2.4. SELECTIVIDAD.

En la figura 8 se muestran los cromatogramas correspondientes a la
evaluacion de selectividad, en ella se observa que ni los componentes de la
matriz bioldgica, ni el tolueno, utilizado para la conservacion de las
muestras, la B-giucprqnidasa. utilizada para la hidrolisis enzimatica, no
interfirieron en el analisis de dextrometorfan y dextrorfan. Los farmacos
empleados para el estudio (acido acetil salicilico y paracetamol) no
interfieren con la sefal de los farmacos de interés.
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Figura 8. Selectividad del método: a) Blanco de orina; b) Muestra de orina
con acido acetil salicilico; ¢) Muestra de orina con paracetamol; d) Muestra
de orina con DMT y DT, con tolueno; e) Muestra de orina con DMT y DT,
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4.2.2.5. LIMITE DE CUANTIFICACION.

Se consideré 0.012 pg/mbL como la cantidad minima cuantificable
presentando una desviacion absoluta con respecto al valor nominal y un
coeficiente de variacién menor al 20%.

4.226. LIMITE DE DETECCION.

El limite de deteccion correspondi6 a la concentracion de 0.006
ug/mL, seial tres veces mayor a la del ruido, concentracion que se puede

detectar pero no cuantificar.

4.2.2.7. ESTABILIDAD.

a) Estabilidad de la muestra procesada.

En las tablas 15 y 16 se observan los resultados correspondientes a la
cuantificacion de las muestras procesadas, reconstituidas con HCl 0.01M y
mantenidas a temperatura ambiente durante 24 horas, tanto para
dextrometorfan como para dextrorfan.

|
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Tabla 15. Estabilidad de la muestra procesada para dextrometorfan (DMT).

TIEMPO REPLICA Concentracion nominal (pﬂnL)
0.05 0.5 8.0
1 0.0554 0.5244 7.9670
0 horas 2 0.0553 0.5210 7.9120

Promedio 0.0554 0.5227 7.9395

1 0.0564 0.5224 8.0501

2 0.0580 0.5217 8.2934

24 horas Promedio 0.0572 0.5221 8.1718

% Desv.

absoluta 334 0.12 2.93

" Tabla 16. Estabilidad de la muestra procesada para dextrorfan (DT).

TIEMPO REPLICA Concentracién nominal
0.05 0.5
1 0.0490 0.5246
0 horas 2 0.0528 0.5082
Promedio 0.0509 0.5164
1 0.0496 0.5292
2 0.0499 0.5368
24 horas Promedio 0.0498 0.5330
% Desuv.
absoluta 2.26 3.22
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b) Estabilidad de la muestra a temperatura ambiente.
En las tablas 17 y 18 se muestran los resultados correspondientes a la

cuantificacion de las muestras mantenidas a temperatura ambiente durante
24 y 48 horas después de su preparacion.

Tabla 17. Estabilidad de dextrometorfan (DMT) a temperatura ambiente.

TIEMPO REPLICA Concentracién nominal WmL)
0.05 0.5 8.0
1 0.0534 0.4794 7.5534
0 horas 2 0.0559 0.5184 7.8443
Promedio 0.0547 0.4989 7.6989
1 0.0541 0.5195 7.8120
2 0.0562 0.5077 7.7573
24 horas Promedio 0.0552 0.5136 7.7847
% Desv.
absoluta 0.92 2.95 1.12
1 0.0538 0.5140 7.7964
2 0.0560 0.5244 7.7746
48 horas Promedio 0.0549 0.5192 7.7855
% Desv.
absoluta 0.46 4.07 1.13
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Tabla 18. Estabilidad de dextrorfan (DT) a temperatura ambiente.

TIEMPO REPLICA Concentracion nominal
0.05 0.5
1 0.0447 0.4813
0 horas 2 0.0481 0.5268
Promedio 0.0464 0.5041
1 0.0457 0.5306
2 0.0454 0.5048
24 horas Promedio 0.0456 0.5177
% Desv. ]
absoluta 1.83 2.71
1 0.0484 0.5167
2 0.0482 0.5032
48 horas Promedio 0.0483 0.5100
% Desv.
absoluta 4.10 117

c) Estabilidad de la muestra en refrigeracion a 5°C.

En las tablas 19 y 20 se presentan los resultados obtenidos de ia
cuantificacion de las muestras conservadas en refrigeracién a 5°C durante 3
y 5 dias después de su preparacion.
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Tabla 19. Estabilidad de las muestras en refrigeracion para dextrometorfan

(DMT).
TIEMPO REPLICA Concentracion nomina! M?—l
0.05 0.5 8.0
1 0.0534 0.4794 7.5534 I
0 horas 2 0.0559 0.5184 7.8443
Promedio 0.0547 0.4989 7.6989
1 0.0548 0.5061 7.8422
2 0.0537 0.5030 7.7855
3 dias Promedio 0.0543 0.5046 7.8139
% Desv.
R 0.73 113 1.49
1 0.0552 0.5061 7.6802
2 0.0538 0.5118 7.7258
5 dias Promedio 0.0545 0.5090 7.7030
% Desv.
bt 0.28 2.01 0.05
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Tabla 20. Estabilidad de las muestras en refrigeracion para dextrorfan (DT).

TIEMPO REPLICA Concentracién nominal (ug/mL)
0.05 0.5 8.0
1 0.0447 0.4813 7.8198
0 horas 2 0.0481 0.5268 8.2079
Promedio 0.0464 0.5041 8.0139
1 0.0437 0.5044 8.1273
2 0.0454 0.5042 8.0797
3 dias Promedio 0.0446 0.5043 8.1035
% Desv.
absoluta 3.99 0.05 1.12
1 0.0456 0.5074 7.9198
2 0.0465 0.5045 8.1936
5 dias Promedio 0.0461 0.5060 8.0567
% Desv.
absoluta 0.75 0.38 0.53

d) Estabilidad de ta muestra en congelacioén.
En las tablas 21 y 22 se observan los resuitados obtenidos en la

cuantificacion de muestras mantenidas en congelacién a -70°C durante 5 y
30 dias.
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Tabla 21. Estabilidad de dextrometorfan (DMT) en congelacion.

TIEMPO REPLICA Concentracién nominal M/mL)
0.05 0.5 8.0
1 0.0534 0.4794 7.5534
0 horas 2 0.0559 0.5184 7.8443
Promedio 0.0547 0.4989 7.6989
1 0.0556 0.5100 7.7180
2 0.0562 0.5154 7.8406
5 dias Promedio 0.0559 0.5127 ©7.7793
% Desv. ’
absoluta 2.29 2.77 1.05
1 0.0575 0.5205 7.7936
2 0.0570 0.5123 7.7587
30 dias Promedio 0.0573 0.5164 7.7762
% Desv.
absoluta 4.76 3.51 1.00
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Tabla 22. Estabilidad del dextrorfan (DT) en congelacién.

TIEMPO REPLICA Concentracion nominal (ug/mL)
0.05 0.5 8.0
1 0.0447 0.4813 7.8199
0 horas 2 0.0481 0.5268 8.2079
Promedio 0.0464 0.5041 8.0139
1 0.0477 0.5070 8.0322
2 0.0484 0.5197 8.1050
5 dias Promedio 0.0481 0.5134 8.0686
% Desv.
absoluta 3.56 1.85 0.68
1 0.0486 0.5296 8.1286
i 2 0.0468 0.5229 8.0857
30dias Promedio 0.0477 0.5263 8.1072
% Desv.
absoluta 2.80 4.40 1.16

De acuerdo con los resultados obtenidos se concluyd, que las
muestras conteniendo tanto dextrometorfan como dextrorfan en orina, son
estables a-temperatura ambiente, durante 48 horas; en refrigeracion a 5°C
durante 5 dias y en congelacioén a -70°C, por lo menos durante 30 dias. Las
muestras procesadas y reconstituidas en HCI 0.01M fueron estables por lo
menos durante 24 horas ya que la desviacion absoluta con respecto al valor
inicial fue menor al 15%.

Para llevar a cabo la cuantificacion de dextrometorfan y su metabolito, -
dextrorfan en orina, y que estos datos sirvan para poder establecer con
confianza el fenotipo metabolizador de CYP2D6, se requeria de un método
sensible y selectivo; sin embargo, el método por cromatografia de liquidos
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de alta resolucion (CLAR) empleado hasta la fecha, ?® no presentaba la
sensibilidad requerida para éste tipo de analisis, razén por la cual en el
presente estudio se buscod optimizar y validar un método por CLAR que
resolviera éste problema.

En la tabla 23 se presenta la comparacion de ambos métodos
analiticos para cuantificar DMT y DT por CLAR. El primer método consiste
en una extraccion liquido-liquido y deteccion UV, mientras que en el
presentado en éste trabajo, se emplea una extraccion sdélido-liquido y
deteccion por fluorescencia.

Tabla 23. Tabla comparativa de condiciones cromatograficas de los
métodos analiticos para la cuantificacion de dextrometorfan y dextrorfan en

muestras de orina.

REFERENCIA Método de referencua Método optimizado
COLUMNA Sphensorb fenilo Spherisorb fenilo
TIEMPO DE CORRIDA 23 minutos 13 minutos
LONGITUD DE ONDA 280 nm 280 nm(excitacion) y
310 nm (emisién)
FLUJO 1.3 mL/min. 1.2 mU/min.
DETECTOR U.Vv. Fluorescencia
EXTRACCION Liquido-liquido Sdlido-liquido

monobasico de potasio | monobasico de potasio

0.01M a pH=4.0 (35:65) | 0.01M a pH=3.5 (40:60)
CANTIDAD DE

FASE MOVIL ACN:Buffer de fosfato ACN:Buffer de fosfato
MUESTRA 2 mL 1mi

|

UTILIZACION DE E.I.l Clomipramina -
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La utilizacion de orina como matriz biolégica representa el primer
problema a enfrentarse en éste tipo de determinaciones debido a la
cantidad de sustancias endogenas que contienen éste tipo de muestras, lo
anterior aunado a que éste farmaco presenta otros dos metabolitos
secundarios (fig. 2), hace necesario el uso de un método que nos permita
eliminar en su mayor parte, las interferencias que pudieran presentar éstos
compuestos sobre nuestros compuestos de interés, lo cual se puede lograr
en su mayor parte, utilizande métodos de extraccion liquido-liquido o sélido- .
liquido.

La extraccidn convencional liquido-liquido es una operacion lenta y
tediosa, muy dependiente de la habilidad del operador y que esta expuesta
a ‘numerosos problemas (formacidn de emulsiones, manipulacion de
grandes cantidades de solventes toxicos e inflamables, peligro de
evaporaciones finales, etc). Adicionalmente, en el analisis de cantidades
muy pequefnas, debe considerarse que los solventes de extraccion pueden
‘agregar nuevos compuestos a la muestra a analizar-(sus propias impurezas)
y que estos compuestos pueden interferir en la determinacion del analito.
Una extraccion solido-liquido, se lleva a cabo en pequefias columnas o
cartuchos de plastico, las cuales se encuentran rellenas con cantidades
variables de distintos materiales similares a los empleados para el relleno
de columnas HPLC. Este tipo de extraccion podria, en determinado
momento, ser mas caro que el otro tipo de extraccion; sin embargo, se
eliminan la mayoria de los problemas presentados por un método liquido-
liquido y, dependiendo del relleno del cartucho y del método de lavado de
éste, es posible obtener muestras mucho mas "limpias" de sustancias
enddgenas que por el otro método, lo cual, en nuestro caso, resultaba de
gran importancia. E| utilizar éste tipo de extraccion para nuestras muestras
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resultd de gran beneficio ya que no tan solo el residuo final (muestra
reconstituida) resultaba mucho mas limpia (representando mayor tiempo de
vida para la columna), si no que los cromatogramas obtenidos presentaron
muy pocas y pequenas sefiales debidas a compuestos endégenos.

Otro aspecto a considerar para lograr una mejor y mayor
cuantificacién del farmaco y su metabolito es el tipo de detecciéon que se
puede emplear, como es el caso de los detectores U.V. y de fluorescencia.

El detector U.V. es el de primera eleccion y el mas empleado, por la
simplicidad de uso, robustez y confiabilidad. Cuando no es posible su
empleo porque el analito carece de grupos cromoéforos o porque su
respuesta es baja, es posible emplear otros detectores, como es el caso del
detector de fluorescencia. El detector de fluorescencia se utiliza para el
andlisis de sustancias que presentan fluorescencia "natural” o conferida por
derivatizacion con un reactivo fluorogénico. Su alta sensibilidad vy
selectividad lo convierten en un detector adecuado para el andlisis de
trazas. La selectividad se debe a dos factores:

1) Existen pocas sustancias de fluorescencia nativa y las reacciones
de derivatizacion implican la presencia de un grupo funcional derivatizable
en la molécula de analito.

2) Se utilizan dos longitudes de onda, una de excitaciéon y otra de
emision. Al excitar la muestra a una longitud de onda dada, varios
componentes de la muestra podrian absorber energia, pero pocos emitirian
a la longitud de onda elegida.®®
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En nuestro caso, ambos compuestos (dextrorfan y dextrometorfan)
fluorescen naturalmente, lo cual fue una gran ventaja ya que evit6é el uso de
una reaccion de derivatizacion y permitié tener una deteccién con mayor
sensibilidad y selectividad que al utilizar deteccion U.V.

En la figura 9 se muestran las diferencias que existen entre una
extraccion liquido-liquido con deteccién U.V. y una extraccion soélido-liquido

con deteccién por fluorescencia.
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El método validado en el presente trabajo, empleando un método de
extraccion solido-liquido y una deteccidon por fluorescencia, resulté ser mas
sensible y selectivo que el empleado anteriormente, lograndose incluso
disminuir el tiempo de corrida a la mitad, debido a que se logré una
adecuada determinacion sin utilizar estandar interno. Por otra parte, el tener
un método mas sensible permitié bajar la dosis de dextrometorfan de 60 mg
(20 mL) a 30 mg (10 mL), lo cual disminuye de ésta manera los efectos
secundarios reportados.

4.3. EMPLEO DEL METODO PARA DETERMINAR EL FENOTIPO
METABOLIZADOR EN VOLUNTARIOS SANOS.

Para comprobar que el método validado podia utilizarse para los fines
para los que fue diseflado se analizaron muestras de 12 voluntarios sanos
de ambos sexos, reclutados de acuerdo a lo sefialado en la seccién 3.3.2.
Lo anterior se llevo a cabo en el Laboratorio de Farmacocinética de la
Facultad de Medicina, UNAM. Las muestras de orina permanecieron
congeladas a -70°C hasta el dia de su analisis, empleando el método
analitico por CLAR previamente validado. El dia del analisis se preparé una
curva de calibracién en orina, y la concentraciéon de dextrometorfan y
dextrorfan en las muestras de orina, se determind sustituyendo los valores
de areas de cada muestra en la ecuacion de la recta de la curva de
calibracién, generada por un ajuste de minimos cuadrados.
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Asi mismo, para demostrar la validez de la corrida, se prepararon
puntos control en orina a tres niveles de concentracién (alto, medio y bajo)
dentro del intervalo de trabajo, los cuales debian de cumplir con los criterios
de precision y exactitud establecidos en la validacion del método.

El fenotipo metabolizador se determiné a partir de la proporcion
metabdlica entre el dextrometorfan y el dextrorfan total. Debido a que el
metabolito se elimina por orina como dextrorfan libre y conjugado, antes de
extraer las muestras, fue necesario realizar una hidrélisis enzimatica con G-
glucoronidasa para liberar el dextrorfan conjugado y poder cuantificar el
dextrorfan total. La determinaciéon de dextrorfan libre se realizé a partir de
los resultados obtenidos de las muestras de orina a las cuales no se les
realizd hidroélisis enzimatica y el valor de dextrorfan conjugado se obtuvo
con la diferencia entre el dextrorfan total y el dextrorfan libre.

En la tabla 24 se muestran los resultados obtenidos de los 12
voluntarios reclutados, donde se sefala: el género, el volumen de orina, la
concentraciéon de dextrometorfan, la concentracion de dextrorfan libre, la
concentracion de dextrorfan total, la concentracion de dextrorfan conjugado,
la relacion de la concentracion de dextrometorfAn con respecto a la
concentracion de dextrorfan total (proporcibn metabdlica) y el fenotipo
metabolizador de cada voluntario; para ello, una proporcibn metabdlica
mayor a 0.3 representa a un metabolizador pobre o lento (MP) y una
proporcion metabélica menor a 0.3 representa a un metabolizador rapido o
extenso (ME).
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Tabla 24. Tabla de resultados de los voluntarios que participaron en el

estudio.
No. Vol. Orina DT oT DT DMT/DT] Fenoti
voluntario Sexo (mL) LDMT fibre total Rconjugadoll total [] °

1 F 765 0.08 2.74 15.28 12.54 0.005 ME
2 M 720 2147 | 17.14 | 17.46 0.32 1.226 MP
3 M 320 0.14 23.68 | 46.48 22.80 0.003 ME
4 M 208 0.02 1.39 17.29 15.90 0.001 ME
5 F 700 2.16 0.07 0.47 0.40 4.596 MP

"6 M 600 20.42 9.29 9.34 0.05 2.186 MP
7 F 880 0.10 0.97 8.29 7.32 0.012 ME
8 M 275 0.12 1.04 '29.46 28.42 0.004 ME
9 F 434 0.09 7.23 25.53 18.30 0.004 ME
10 M 370 12.99 | 12.84 | 12.87 0.03 1.009 MP
11 M 405 0.02 5.89 13.45 7.56 0.002 ME
12 M 370 0.03 10.91 26.48 15.57 0.002 ME

En la figura 10 se puede observar un ejemplo de los cromatogramas
obtenidos para dos tipos de metabolizadores. a) Se presenta el
cromatograma del voluntario 5 el cual se clasific6 como un metabolizador
pobre en el cual se puede observar que la concentracion de dextrometorfan
(2.16 ug/mL) es mas grande que la concentracion de dextrorfan total (0.47
ug/mL), mientras que en el cromatograma b) que corresponde al voluntario
12 quien se clasific6 como un metabolizador extenso, muestra una
concentracion de dextrometorfan (0.03 pg/mL) la cual es mas pequefia que
la concentracion de dextrorfan total (26.48 pg/mL), de acuerdo a lo anterior,
se concluye que el método validado puede ser utilizado con confianza para

los fines para los cuales fue establecido.
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Figura 10. a) cromatograma correspondiente a un metabolizador
pobre o lento y b) cromatograma correspondiente a un metabolizador
extenso o rapido.
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5. CONCLUSIONES.

Con base en los resultados obtenidos se concluye que el método

analitico optimizado y validado para la cuantificacion de dextrorfan y

dextrometorfan en orina por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(CLAR) fue:

LINEAL en el intervalo de concentraciones entre 0.012 y 25 yg/mL, para
ambos compuestes.
PRECISO (Repetible y R eproducible) tanto en un dia como en varios
dias, cuando el andlisis fue realizado por el mismo analista, en el mismo
laboratorio y bajo las mismas condiciones de trabajo y equipo.
EXACTO en el intervalo de concentraciones entre 0.012 y 25 yg/mL.
SENSIBLE, ya que la concentracion minima detectable fue de 0.006
Hg/mL y la concentracion minima cuantificable con precision y exactitud
fue de 0.012 pg/mL.
ESTABLE a temperatura ambiente por 48 horas, en refrigeracion
durante § dias y en congelacion 30 dias. La muestra procesada fue
estable durante 24 horas.
SELECTIVO, ya que no se presentaron interferencias de las muestras
de orina con y sin hidrolisis enzimatica, ni del tolueno, ni de algunos
farmacos que pudieran ser ingeridos por los voluntarios (acido acetil
salicilico y paracetamol).

E! método analitico validado para cuantificar dextrometorfan y

dextrorfan en orina, tuvo mayor sensibilidad y selectividad con respecto al

empleado con anterioridad. El método analitico se puede utilizar y aplicar

con confianza para determinar el fenotipo metabolizador de CYP2D6
disminuyéndose considerablemente la cantidad de dextrometorfan ingerido

por cada voluntario.
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7. APENDICE I.

DETERMINACION DEL FENOTIPO METABOLIZADOR UTILIZANDO
DEXTROMETORFAN.

HOJA DE CONSENTIMIENTO.

NOMBRE:
FECHA DE NACIMIENTO:
EDAD: . NACIONALIDAD:
SEXO: .

DIRECCION:

TELEFONO:,

Por medio de la presente, doy mi consentimiento pleno y sin coaccién de ninguna
especie para participar en el estudio de dextrometorfan (jarabe). He recibido una copia
del protocolo, la cual he leido, enterAndome del procedimiento y posibles efectos
secundarios del medicamento bajo estudio.

Estoy de acuerdo en participar y cooperar, tomando el medicamento y tratamiento
como se me indique.
Nombre y firma del voluntario:
Nombre y firma del testigo:
Nombre y firma del investigador:
Nombre y firma de! médico responsable:

Lugar y fecha:
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8. APENDICE Il.

DETERMINACION DEL FENOTIPO METABOLIZADOR UTILIZANDO
DEXTROMETORFAN.

CUESTIONARIO DEL VOLUNTARIO.
VOLUNTARIO No.
NOMBRE DEL VOLUNTARIO:

NOMBRE COMPLETO INICALES

EDAD: . SEXO: . PESO:

NACIONALIDAD:

FECHA Y HORA REAL DE LA ADMINISTRACION:

VOLUMEN DE ORINA RECOLECTADA:

FECHA DE ANALISIS DE LAS MUESTRAS:

Conteste el siguiente cuestionario.

La semana previa al estudio, estuvo bajo tratamiento con algun medicamento?, si su
respuesta es si indique por favor el nombre de dicho
medicamento. .
(Ha ingerido tabletas anticonceptivas o algun tratamiento hormonal en los ultimos
dias?, .
¢(Es fumador?, si su respuesta es si indique por favor el numero de cigarros que se fuma
diario. .
Ingiere bebidas alcohdlicas, café o té?, si su respuesta es si indique con que frecuencia
las consume. .
Mencionar la nacionalidad de sus siguientes familiares.

Madre:
Padre:
Abuelo paterno:
Abuela paterna:
Abuelo materno:
Abuela materna:
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9. APENDICE iil.

CARACTERISTICAS DE LOS VOLUNTARIOS QUE PARTICIPARON EN EL
ESTUDIO.

APENDICES P
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