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CAPITULO1:

INTRODUCCION

Extraordinario es el desarrollo que dentro de las disciplinas quimicas ha tenido la
Bioequivalencia, lo anterior se ha debido al reconocimiento que tal area viene teniendo
en las empresas farmacéuticas. Su ambito se ha ido haciendo cada vez mas preciso;
I6gicamente en los centros de educacion superior, también se le ha dado la importancia

que la misma merece.

Explicar la aparicion de la Bioequivalencia en la superficie del mundo, tiempo y
espacio, es mas dificil que su simple identificacién con un sistema econémico o una
filosofia mercantil. Tal especulacion supone causas y las interpretaciones de los
desarrollos econdmico sociales se toman como hipotéticas. Sin embargo, en un
escenario mundial en que las fronteras entre las clases sociales economicamente
hablando, se van haciendo mas grandes, y por ende el poder adquisitivo de las clases
mas desprotegidas ha ido en disminucién, surge la orientacion que la Industria
Farmacéutica ha hecho hacia la elaboracién de nuevas formulas a partir de principios
activos conocidos, esto es, los denominados Medicamentos Genéricos, mismos que al
reducir sus costos, permiten el acceso a tratamientos terapéuticos a un mayor numero de

personas

Uno de estos medicamentos es la Doxiciclina, la cual ha adquirido gran valor a
ultimas fechas dada la ayuda que presta en el tratamiento de una serie de enfermedades
como son entre otras: infecciones en pacientes con diferentes formas de

inmunodeficiencias, infecciones producidas por nocardia, asimismo, es utilizada en la
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mellidosis y en el tratamiento de inflamaciones pélvicas sobre todo aquéllas producidas

por Chlamydia trachomatis y Micoplasma hominis.

En este contexto surge la necesidad de contar con métodos de evaluacion
confiables, que aseguren que el medicamento genérico intercambiable posea la eficacia
y seguridad en su aplicacién. Un método aceptado por la Secretaria de Salud para
realizar las pruebas que validen la Bioequivalencia, es mediante el uso de métodos
analiticos de cromatografia de liquidos de alta resolucion, el cual atiende lo relativo a la
determinacion de niveles plasméaticos de farmacos de uso comun, considerando la
interpretacion del comportamiento farmacocinético y terapéutico del principio activo en

estudio.
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OBJETIVO GENERAL

+ Desarrollar y Validar un Método Analitico para la Cuantificacion de Doxiciclina

en plasma en humano para su aplicacion en estudios de Bioequivalencia.

OBJETIVO PARTICULAR

w Demostrar la confiabilidad del método bionalitico de acuerdo a los criterios que

establece la NOM-177-SSA1-1998.
+ Obtener las condiciones Cromatograficas adecuadas como son: la columna,

componentes y proporcion de la fase movil, efectos del pH y temperatura, rango

de concentracién, técnica de extraccién
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CAPITULO 2:

GENERALIDADES

Se considera que dos productos farmacéuticos son Bioequivalentes, siempre y
cuando cumplan con las especificaciones de los organismos especializados y
reconocidos internacionalmente, esto en lo referente a la velocidad y cantidad del
principio activo absorbido cuando son administrados bajo condiciones experimentales

similares.

A partir de 1997, afio en el cual fueron aprobadas las reformas a la Ley General de
Salud, se marcaron en nuestro pais nuevas pautas para el mercado de los Medicamentos
Genéricos, ello ocurrid al introducir a la legislacion la necesidad de la denominacion
genérica para su uso, comercializacion y prescripcion de estos, iniciando de esta manera

la apertura de un mercado nuevo de medicamentos genéricos intercambiables.

Durante el mes de Junio de 1997, la Secretaria de Salud con la ayuda de un grupo de
expertos, crea la Norma Oficial Mexicana de Emergencia NOM-EM-003-SSA1-1998,
Medicamentos Genéricos Intercambiables publicada en el Diario Oficial de la
Federacion el 25 de Marzo de 1998. Mas tarde este documento seria sustituido por
Norma Oficial Mexicana: NOM-177-SSA-1-1998, publicada en el Diario Oficial el 26
de Enero de 1999, documento en el cual se establecen las pruebas y procedimientos para
demostrar que un medicamento es intercambiable tomando en cuenta la comparacion de
la biodisponibilidad de los medicamentos (medicamento de prueba contra el

medicamento de referencia).
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En la actualidad, la Secretaria de Salud lleva a cabo un programa de evaluacion de
medicamentos genéricos intercambiables a partir de estudios de disolucion vy
bioequivalencia, con la Unica finalidad de asegurar la eficacia y seguridad en su

aplicacion.

Si se demuestra que la biodisponibilidad en el medicamento genérico es equivalente
a la del medicamento innovador, entonces podemos considerarlos intercambiables, es
decir, el medicamento genérico puede sustituir a la formulacion innovadora durante el

tratamiento terapéutico del paciente.

Los estudios para demostrar la biodisponibilidad, deberan ser realizados con base a
lo dispuesto en la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud en lo

referente a las Buenas Practicas de Laboratorio.

Durante el desarrollo de estos estudios, es administrada una dosis Unica del
medicamento a evaluar y el parametro de biodisponibilidad es medido mediante el
andlisis de los niveles sanguineos. Considerando para el efecto las caracteristicas de las
curvas sanguineas, esencialmente Area Bajo la Curva (ABC), Concentracion Maxima
(Cmax), Tiempo Maximo de Absorcion (Tmax), mismos que son evaluados mediante

procedimientos estadisticos.

Un estudio de biodisponibilidad debe ser el resultado de un disefio experimental,

perfectamente planeado durante el cual se permita alcanzar los objetivos planteados a

fin de obtener conclusiones validas y confiables
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De esta manera es necesario comentar que durante la planeacion del experimento se
deberan controlar los factores que presentan una ingerencia directa sobre la

biodisponibilidad de los farmacos, tales como los factores fisiologicos.

ANTIBIOTICOS

Los Antibidticos (del griego, anti, "contra’; bios, ‘vida’) son sustancias producidas
por diversas especies de microorganismo (bacterias, hongos, actinomicetos) que

suprimen la proliferacion de otros gérmenes y al final pueden destruirlos™.

En la actualidad el término también se emplea para denominar compuestos sintéticos

0 semisintéticos. La principal categoria de antibioticos son los antibacterianos, pero se

incluyen los farmacos antipaludicos, antivirales y antiprotozoos.

Clasificacién y mecanismo de accién *

Desde el punto de vista histérico, la clasificacion mas comun se ha basado en la

estructura quimica y mecanismo de accion propuesto, como lo indica el siguiente

cuadro:
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Cuadro 1. Clasificacion de los antimicrobianos

I Antimicrobiano Mecanismo de accion |

Penicilinas y cefalosporinas (semejanza
estructural).
Cicloserina, vancomicina, bacitracina y
antimicoticos del tipo imidazol (micozanol,

ketoconazol y clotrimazol)

Compuestos gue inhiben la sintesis de la pared

bacteriana.

Detergentes tipo polimixina y colistimetato y

los antimic6ticos poliénicos nistatina y

anfotericina B (se ligan a esteroles de la pared

del microoganismo).

Compuestos que actian de modo indirecto en
la membrana celular del microorganismo,
afectando su permeabilidad y permiten la fuga

de compuestos intracelulares

Cloranfenicol,
Tetraciclinas,
Eritromicinas y

Clindamicina

Compuestos que afectan la funcion de las
subunidades ribosémicas 30S 6 50S y causan
inhibicién reversible de la sintesis proteinica

(son bacteriostaticos)

Aminoglucdésidos

Compuestos que se unen a la subunidad
ribosomica 30S y alteran la sintesis de
proteinas, lo cual acaba con la muerte del

microorganismo (Bactericida).

Rifampicina (bloquean a la RNA polimerasa
dependiente de DNA)

Quinolonas (inhiben a la girasa).

Compuestos que afectan el metabolismo de

acido nucleico.

Trimetoprimy

Sulfonamidas

Antimetabolitos, bloquean las fases

metabdlicas especificas que son esenciales

para los microorganismos.

Zidovudina,
Ganciclovir,
Vidarabina y

Aciclovir

Anédlogos de 4&cidos nucleicos, los cuales
bloguean a las enzimas virales que son
esenciales para la sintesis de DNA y asi

impiden la réplica viral.
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p—Fcta [actamicos,
péptidos y
gluc opéptidos,
nitrofurancs /
Sulfas

lonoforos Aminoglucé trimetoprima

Peptidos tetraciclinas

RIDOSOM2 305 . Quinoclonas =———-

Rifamicinas

Ribosoma 505 aad

ARN —

mensajero

Cloranfenicol
Macrolidos

Aaicares complejos /
ADM

Membrana bacteriana

Parad hartariana

Figura 1. Esquema de estructuras bacterianas que incluye pared, membrana, ribosoma y acidos nucléicos,

conjuntamente con algunos ejemplos de antimicrobiamos que acttian a esos niveles %

Pagina 8 de 66



GENERALIDADES ‘\ﬁ

5

TETRACICLINAS?

Como resultado de una intensa blsqueda de antibidticos en muestras de suelos,
Duggar descubrié en 1948, a partir de un cultivo de Streptomyces aureofaciens, la
primera tetraciclina, esto es, la clorotetraciclina (aureomicina). Posteriormente, a partir

de un mutante de esta se obtuvo la demeclociclina.

Dos afios después (1950), Finlay y otros aislaron de un cultivo de Streptomyces
rimosus, la oxitetraciclina (terramicina) y mas adelante (1953) Minieri y otros

obtuvieron la tetraciclina base a partir de cepas de Strepmyces alboniger o texasi.

Estas tetraciclinas naturales, obtenidas a partir de cepas de Streptomyces, son las

tetraciclinas de primera generacion.

Una serie de nuevos compuestos semisintéticos obtenidos a partir de los anteriores,
presentan mayor liposolubilidad y vida media, asi como mejor absorcién intestinal,
estos son clasificados como tetraciclinas de segunda generacién. Entre las cuales se
encuentran la minociclina y la doxiciclina, siendo esta la mas utilizada actualmente en
medicina humana, ademas de ser la menos toxica, tener un costo y mejores propiedades

farmacocinéticas.

Por ultimo, los mas recientes y potentes componentes de esta familia, las

glicilciclinas (tigeciclina), son consideradas las tetraciclinas de tercera generacion.
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Este grupo de antibidticos tiene un espectro microbioldégico muy amplio, las cuales

actuan inhibiendo la sintesis de las proteinas bacterianas.

Estructura quimica

Todas poseen un ndcleo de estructura tetraciclica lineal compuesta de cuatro anillos
hidronaftaceno fusionados con caracter anfoterico (Fig. 2). La suma de diferentes
grupos funcionales ha dado lugar a numerosos compuestos que pueden agruparse en tres
generaciones segun el orden de su descubrimiento (cuadro 3). Las glicilciclinas
constituyeron la dltima generacion de tetraciclinas descubiertas tras modificar la
posicion 9 del anillo tetraciclico. La tigeciclina es el principal representante y se

encuentra en fase experimental.

OH 0 OH 0 0
OH
“g NH,
CHs
H H
Ry Re Rs N
Hee” CH,

Figura 2. Férmula estructural de las Tetraciclinas
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Cuadro 2. Grupos quimicos de la identificacién de la tetraciclina.

Tetraciclina

Grupo R5

Grupo R6

Grupo R7

Doxiciclina

—OH

—CH

Oxitetraciclina

—CH 3 —OH

Clortetraciclina

—CH 5 —OH

Tetraciclina

Metaciclina

—CH,

Minociclina

—H

—N(CH 3),

Demeclociclina

—OH

Cl del —

La adicion de varios grupos en R5, R6, y R7 del ndcleo tetraciclino produce

derivados con diferentes grados de actividad antibacteriana, absorcion gastrointestinal y

union a proteinas plasmaticas.

Cuadro 3. Principales componentes del grupo de las tetraciclinas segdn su descubrimiento®

Generacién

Nombre genérico

Primera
(1948-1963)

Clortetraciclina

Oxitetraciclina

Producidas por dos diferentes especies
de Streptomyces; descubiertas a finales
de los afios 1940

Tetraciclina

Demeclociclina

Obtenidas a partir de Streptomyces en la
década de 1950

Rolitetraciclina
Limeciclina

Clomociclina

Derivados semisintéticos caracterizados

por su hidrosolubilidad

Segunda
(1965-1972)

Metaciclina
Doxiciclina

Minociclina

Derivados semisintéticos de las primeras

Tercera
(1993-)

Glicilciclinas

(tigeciclina)

El grupo mas recientemente descrito; en

fase experimental
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Las Tetraciclinas se dividen y clasifican en:
/ 1. Derivados naturales del streptomyces:
+ Clortetraciclina

Tetraciclina

4

Oxitetraciclina

4

« Demeclociclina

Division 2. Derivados semisintéticos de la tetraciclina:

+ Doxiciclina
+ Minociclina
+ Metaciclina
+ Limeciclina

+ Rolitetraciclina

\ - Tigeciclina

[ Accion corta:
+ Tetraciclina
+ Clortetraciclina

+ Oxitetraciclina

Clasificacion Accion intermedia:
+ Demeclociclina
Accidn larga:
+ Doxiciclina
\ = Minociclina
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DOXICICLINA®

Es un derivado semisintético de la tetraciclina aislada en 1966. Se absorbe por via
oral en forma adecuada, con una vida media de eliminacién de 17 a 20 horas, aunque
ésta puede acortarse a 7 horas aproximadamente en los pacientes que reciben

tratamiento cronico con barbitdricos o fenitoina.

Este medicamento ha adquirido gran valor en este ultimo decenio, en relacién con la
ayuda que presta en el tratamiento de infecciones oportunistas en pacientes con
diferentes formas de inmunodeficiencias. Es de utilidad en las infecciones producidas
por nocardia. Se ha utilizado en la mellidosis y es un arma potente en las manos de
ginecologos cuando las prescriben para las inflamaciones pélvicas sobre todo aquéllas

producidas por Chlamydia trachomatis y Micoplasma hominis.

En el colera, estd demostrado su uso en dosis Unica, asi como para brindar profilaxis
a sujetos expuestos en areas epidémicas a este germen. La diarrea producida por
Isospora belli, en los pacientes con SIDA puede causarles la muerte, ésta se trata con
sulfametoxasol y trimetropina, sin embargo en pacientes con alergia a las sulfas, la

doxiciclina es una buena alternativa.

Al igual que sus congéneres, brinda utilidad en el tratamiento de la brucelosis y la
enfermedad de Lima, asi como en las fiebres causadas por ricketsias. Se ha
recomendado en la prevencion de la malaria, en la diarrea del viajero y como alternativa

en la enfermedad del legionario.
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Origenes

La Doxiciclina es una tetraciclina semisintética descubierta y desarrollada
clinicamente a principios de los afios 60 por Pfizer Inc. y comercializada bajo el nombre
de la marca de Vibramicina. Esta tetraciclina semisintética es fabricada de la
oxitetraciclina por cinco pasos quimicos. Hovione invent y patent6 los primeros pasos

en 1959 y contindan a este dia siendo la Unica ruta econémica para obtener Doxiciclina.

Clinicamente, la Doxiciclina demuestra ser mucho mas activa que la tetraciclina y su
valor terapéutico continla siendo reconocido a este dia y constituye uno de los

medicamentos esenciales de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)®

Figura 3. Doxiciclina

Identificacién quimica

La Doxiciclina es comunmente utilizada en formulaciones farmacéuticas bajo dos
formas quimicas: la forma de monohidrato y la forma de hiclato. EI monohidrato es la
molécula base hidratada con una molécula de agua y se utiliza en la formulacién de

capsulas y, en algunas suspensiones orales del polvo (ser reconstituido con agua). El
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hiclato es una sal del &cido clorhidrico solvatado con agua y el etanol, se utiliza en la

formulacién de capsulas o de tabletas.

Cuadro 4. Descripcion de la Doxiciclina

Nombre
Monohidrato de Doxiciclina Hiclato de doxiciclina

Quimico

Estructura

Quimica H CONH, * % CoH;OH

Conocido Clorhidrato Hemienolato Hemihidratado o

o Doxiciclina Monohidratada ) o
guimico Hiclato de Doxiciclina

Férmula
H 2 OeC 22 H 24 N 2 0] 8 C22H25C|N208']/2C6H60']/2H20

molecular

Peso

462.46 512.94

molecular
C.AS.

ndmero

17086-28-1 24390-14-5

Nombre S
[4S-(4a, daa, 5a, 5aa, 6a, 12aa)]-4-(dimetilamino)- 1, 4, 4a, 5, 5a, 6, 11, 12a-

cientifico de ) T ) ) )
| octahidro-3,5,10,12,12a-pentahidroxi-6-metil-1,11-dioxo-2-naftacene carboxamida
a
monohidratada

Doxiciclina

Su estructura quimica béasica consiste en un ndcleo de hidronaftaceno que contiene
cuatro anillos hexaciclica (el origen del nombre del tetraciclina). Las diferencias
quimicas entre los miembros principales de la familia de la tetraciclina estan en los

sustitutos de tres atomos del carbén (C5, C6 y C7).
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Propiedades Fisicoquimicas

Cuadro 5. Propiedades Fisicoquimicas de Doxiciclina” %1

I Descripcién Es un polvo cristalino ligeramente amarillo. I

Solubilidad Agua
Masa Molecular 444.435 g/mol
Punto de Fusion 201 °C

Solubilidad en H,O 630 mg/L
Estado Sélido
LogP/Hidrofobicidad -1.219
pKa’ 3.4,77y9.4

Antimalariaco

e ., Agente Antibacterial
Clasificacion segun

o Tetraciclinas
ATC

ATC:A01AB22
ATC:J01AA02
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Propiedades farmacocinéticas

Cuadro 6 Propiedades farmacocinéticas de la Doxiciclina % %12

Biodisponibilidad (BD) (%o)

Absorcion

La Doxiciclina se absorbe practicamente en su integridad
después de administrarse por via oral (90-100%), es
metabolizada por el higado en la bilis, excretada en la orina y
heces en elevadas concentraciones y en forma biol6gicamente
activa.

Los estudios reportados hasta la fecha indican que la absorcién
de doxiciclina no se modifica notablemente por la ingestién de
comida o leche a diferencia de lo que se observa con algunas
otras tetraciclinas.

Union a Proteinas (%0)

88+5

Distribucién

Llegan a todos los tejidos del organismo por su liposolubilidad.
Se acumulan en el sistema reticulo-endotelial.
Pasan la placenta: 10-60% concentrandose en tejido dseo y
dental fetal
En L.C.R. alcanzan 5-25%, sin inflamacion meningea.

Volumen de distribucion
(Vd) (L/Kg)

0.75+0.32

Metabolismo

Doxiciclina se metabolizan en higado con acido glucuroénico
(50%).

Fase |
Enzima Metabolizadora

CYP3A4
Citocromo P450 CYP3A4

Excreciéon

Excrecion biliofecal tras sufrir circulacion enteropatica.
Esta presente en una forma bioldgica inactiva en las heces. Por
lo tanto, no afecta la flora intestinal y es por lo tanto menos
probable causar diarrea.

Excrecion Renal (%)

41 + 19 (Este porcentaje de excrecion puede reducirse a una
velocidad tan lenta como 1-5%/72 horas en individuos con
insuficiencia renal severa.)

Formulacién

capsulas

Dosis (mg)

100

Cmax (ug/mL)

1.95

Tmax (h)

2.27

ABC (ug h/mL)

ND

ti, (h)
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Mecanismo de accion®

La doxiciclina es bacteriostatica frente a una gran variedad de microorganismos tanto
gram-positivos como gram-negativos. En las bacterias gram-negativas, el transporte del
farmaco al interior de la célula tiene lugar por difusion pasiva (pdrinas), pero también
mediante un sistema de transporte activo ATP-dependiente. Se cree que este sistema
también esta presente en las bacterias gram-positivas. La doxiciclina es una tetraciclina
muy lipdfilica, por lo que el paso al citoplasma de la bacteria es mas facil. Una vez
dentro de la célula, se une a las subunidades ribdsomicas 30S del ribosoma bacteriano,
con lo que se bloquea la union del aminoacil-RNA de transferencia al RNA mensajero,
siendo esta union reversible. De esta manera, las tetraciclinas bloquean la sintesis de
proteinas impidiendo el desarrollo bacteriano, ademés de quelar el Magnesio necesario
para la union ribosémica e inhibir sistemas enzimaticos bacterianos como fosforilacion

oxidativa.

=0

e

Figura 4. Mecanismo de accién de la Doxiciclina.

En dosis muy elevadas, las tetraciclinas también pueden bloquear la sintesis de
proteinas en las células de los mamiferos, pero estas carecen de los sistemas de

transporte activo de las bacterias.
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Resistencia Bacteriana

La resistencia a las tetraciclinas puede ser natural o adquirida. La resistencia es
causada generalmente por disminucion de la permeabilidad por mutacion de la
membrana celular o un factor de resistencia inducido por plasmidos.

Otros mecanismos de resistencia son:

«+ Disminucién de la acumulacion en la célula bacteriana

+ Salida activa de antibi6tico desde la bacteria

w Alteracion en el sitio ribosémico de unién (mutaciones en el ARN-ribosomal)

Espectro Antimicrobiano

La Doxiciclina es un antibi6tico de amplio espectro, con actividad contra un amplio
rango de microorganismos gramnegativos y grampositivos, incluyendo algunas
anaerobias, como serian: rickettsias, clamidias, micloplasmas y formas L; y para
algunos protozoarios como las amibas.

Bacterias gramnegativas:
Acinetobacter sp, Bacteroides sp, Bartonella bacilliformis, Brucella sp,
Calymmatobacterium granulomatis, Campylobacter fetos, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Francisella tularensis, Haemophilus
ducreyi, Haemophilus influenzae, Klebsiella sp, Moraxella catarrhalis,

Neisseria gonorrhoeae, Shigella sp, Vibrio cholerae, Yersinia pestis
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Bacterias grampositivas:
Streptococci alfahemolitica grupos de Enterococcus (S. faecalis y S.
faecium), Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Bacillus
anthracis

Otros microorganismos:
Actinomyces sp, Bacillus anthracis, Balantidium coli, Borrelia
burgdorferi, Borrelia duttonii, Borrelia recurrentes, Chlamydia psittacci
Chlamydia trachomatis, Clostridium sp, Entamoeba species,
Fusobacterium sp, Leptotrichia buccalis, Leptospira sp, Listeria
monocytogenes, Mycoplasma pneumoniae, Plasmodium falciparum
(solamente las formas eritrociticas asexuales), Propionibacterium acnes,
Rickettsias, Treponema pallidum, Treponema pertenue, Ureaplasma

urealyticum.

Usos Terapeuticos

La Doxiciclina es el farmaco de eleccién en el tratamiento de la enfermedad de Lima,
brucelosis e infecciones severas por rickettsia, también es empleado en el tratamiento de
diversas enfermedades de transmision sexual. En afios recientes se ha incrementado el
interés en su papel como inhibidor del grupo de enzimas llamadas matriz de
metaloproteinasas (MMPs), las cuales estan involucradas en un nimero de procesos
patolégicos tales como periodontitis, enfermedades reumaticas degenerativas vy
desordenes vasculares degenerativos'®. Con base en su eficacia la FDA (Food and Drug
Administration)** lo aprueba como Gnico inhibidor de las MMPs en terapia adjunta en la

periodontitis.
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La FDA™ recomienda la Doxiciclina para el antrax, incluyendo antrax por inhalacién
(postexposicidn); para reducir la incidencia o progresion de la enfermedad después de la

exposicién a Bacillus anthracis en aerosol.

Interacciones de la Doxiciclina con medicamentos y Alimentos

Cuadro 7. Interacciones de la Doxiciclina®*

Farmaco Efecto Manejo

ANTICONCEPTIVOS ORALES | Disminuye la efectividad de | Usar otro método de control
COMBINADOS los anticonceptivos natal.

Aumenta el bloqueo Disminuir la dosis de
CISATRACURIO ] ]
neuromuscular cisatracurio.

o o Aumentar la dosis de
) Disminuye la efectividad de o
FENITOINA o Doxiciclina durante
la Doxiciclina ] )
tratamiento conjunto.

o . Aumentar la dosis de
Disminuye la efectividad o ]
FENOBARBITAL o doxiciclina durante tratamiento
del antibiotico )
conjunto.

Aumenta el riesgo de

toxicidad por metotrexato o
) Vigilar efectos adversos de
(leucopenia, ] )
METOTREXATO ] ) ) metotrexato; si es posible
trombocitopenia, anemia, ) o
o cambiar antibidtico.
nefrotoxicidad, Ulceras de

mucosas)

Aumentar la dosis de
SUBSALICILATO DE Disminuye la efectividad Doxiciclina al menos 2 a 3
BISMUTO del antibi6tico horas antes del bismuto. Su

combinacion no se recomienda.
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Cuadro 8. Accion que tienen los alimentos cuando se administran con Doxiciclina

Alimento Efecto

Disminucion en la absorcion del farmaco
con reduccidn de su biodisponibilidad,
por una posible formacién de quelatos Se recomienda la

poco solubles con el calcio contenido en | administracion del farmaco 1 h

la leche y sus derivados. antes o 2 h después de las
comida.

Leche o productos . ) )

Los cationes divalentes o trivalentes son

lacteos
quelatos para los antibidticos No tomar la doxiciclina con

tetraciclinicos, formando compuestos leche o productos lacteos para

insolubles. Los efectos de las sales de minimizar los posibles efectos
calcio sobre la biodisponibilidad de la sobre la absorcion
doxiciclina son menores que los de otras

tetraciclinas.

Efectos adversos y contraindicaciones’

Contraindicaciones:

El medicamento esta contraindicado en personas que han mostrado

hipersensibilidad a doxiciclina a cualquiera de los compuestos inertes o a cualquiera de

las tetraciclinas.

Precauciones Generales:

Uso en nifios: Al igual que otras tetraciclinas, la doxiciclina forma complejos

estables de calcio en el hueso en formacion.
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El empleo de medicamentos del tipo de las tetraciclinas durante el desarrollo dental
(Gltima mitad del embarazo lactancia y nifiez hasta 8 afios de edad) puede dar lugar a un
cambio de coloracion permanente de los dientes (amarillo-gris-café). Esta reaccion
indeseable es méas frecuente con su uso prolongado aunque ha sido observada después
de tratamientos cortos repetidos. Asimismo se han reportado casos de hipoplasia del
esmalte. Por lo tanto no debe utilizarse doxiciclina en los grupos de edades
mencionados, a menos que no estén disponibles otros antibidticos que en caso de
tenerlos sea poco probable su efectividad o bien que estén contraindicados. Sin embargo
doxiciclina puede usarse para tratamiento del antrax incluyendo el &ntrax por inhalacion

(postexposicidn) en este grupo de pacientes.

General: Segun lo investigado desde el enfoque médico, se ha reportado la
presencia de abombamiento de fontanelas en infantes e hipertensiéon intracraneal
benigna en adultos que han recibido dosis terapéuticas completas. Estos efectos
desaparecieron rapidamente al suspender su administracion.

Se ha reportado la aparicion de colitis ssudomembranosa con el empleo de todos los
antibidticos incluyendo doxiciclina siendo la severidad de grado leve a casos con riesgo
para la vida. Es importante considerar este diagnodstico en pacientes que presentan
diarrea subsecuente a un tratamiento con antibiéticos. El uso de antibi6ticos puede
ocasionalmente conducir al desarrollo de organismos no sensibles incluyendo hongos.
Es esencial la observacion constante del paciente. Si aparece una infeccion por
organismos resistentes el antibiotico debe suspenderse y se instituiran las medidas
terapéuticas apropiadas.

La accion antianabolica de las tetraciclinas puede dar lugar al aumento de nitrégeno

ureico en la sangre. Los estudios realizados hasta la fecha indican que esto no sucede

Pagina 23 de 66



GENERALIDADES

Pagina 24 de 66



ifos PARTE EXPERIMENTAL )
- —
CAPITULO 3:

PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Optimizacion del método analitico para cuantificar Doxiciclina en

plasma humano

Tomando como punto de partida las condiciones cromatograficas previamente
reportada en la literatura, se realizaron modificaciones con la finalidad de optimizar

el método analitico. Para ello se evaluaron las siguientes condiciones:

3.1.1. Seleccion de las condiciones cromatdgraficas.

Se realiz6 la determinacion de las condiciones iniciales del sistema
cromatégrafico; tales como la columna, fase moévil, longitud de onda de maxima
absorcion y seleccion del estandar interno.

+ Columna; se evaluo6 la respuesta de la doxicilina en las siguientes columnas
cromatograficas, esta seleccion estuvo orientada a la eleccion de la mejor opcion
de trabajo, la cual nos permitiera obtener parametros cromatograficos optimos
(punto 3.1.1.1.).

Las columnas cromatograficas probadas fueron las siguientes:

Nombre Especificaciones

Xterra MS Waters Spum, 4.6 x 150 mm
YMC ODS AQ Spm 3.0 x 150 mm
Spherisorb ODS2 Sum, 4.6 x 150mm
Gemini C18 Sum 4.6 x 250 mm
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Fase movil; considerando que la doxiciclina presenta tres valores de pKa (3.4,
7.7y 9.4) se aprecid que era necesario emplear una solucién amortiguadora para
regular el grado de ionizacion de la molécula, siendo més adecuado trabajar en
un medio acido, con el fin de tener una mejor resolucion entre los picos de la
DCX y la TCC,. Se probd la respuesta de la doxiciclina con soluciones

amortiguadoras de acetatos y de oxalatos, en diferentes proporciones con

acetonitrilo.

Longitud de onda; los valores de longitud de onda de trabajo reportados en la
literatura) son muy discordantes entre si para la Doxiciclina, como: 350 nm en
Agua bidestilada'®, 347 nm en 4cido acético (5%): Metanol: Acetonitrilo
(55:20:25, v/v/v)’, 346 nm 7 y 365 nm en Metanol'®, por lo que se decidio
realizar un barrido tridimensional con el detector de arreglo de diodos a una

solucion de Doxiciclina en agua de 10 [g/mL.

Estandar interno; la seleccion estuvo basada en aquella que presentara valores
de recobros mas alto, que se tuvieran tiempos de retencién mas cortos y que no
presentaran interferencias con los componentes endogenos del plasma. Se

trabajo con tetraciclina y piroxicam.
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3.1.1.1. El criterio de aceptacion para las condiciones indicadas estuvo basado en

las siguientes especificaciones:

Resolucion Mayor a 2 entre la doxiciclina y el estandar interno
Simetria Cercana a1
Eficiencia Superior a los 2000 platos tedricos

3.1.2. Seleccién del método de extraccion.

Tal y como se puede apreciar en el cuadro 10, el tratamiento de la muestra
biologica para la cuantificacion de la Doxiciclina en la mayoria de los casos
consisten métodos liquido-liquido y muy pocos en extraccion en fase sélida. Por lo
que se tomo como primera opcion el probar métodos de extraccion liquido-liquido,
por cuestiones de simplicidad y de economia. Los disolventes de extraccion
evaluados fueron acetonitrilo'’, diclorometano y 4cido perclérico, con base a lo
reportado en la literatura, ademés de buscar minimizar la presencia de impurezas
provenientes del plasma. El criterio de aceptacion se basé en el disolvente que
presentard mayor por ciento de recobro y preciso en los tres niveles de

concentracion evaluados.
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3.1.3. Curva estandar y muestras control. En base a los parametros
farmacocinéticos de Cmax, se propuso el siguiente intervalo de trabajo

para la curva estandar.

Cuadro 11. Curva estandar y muestras control propuestas inicialmente.

Curva estandar Muestras control

Concentracion
(ng/mL)
0.25
2.5
4.5

Concentracion
Clave clave

(ng/mL)
0.1
0.5
1.0

CC1
cC2
CC3

MC1
MC2
MC3

CC4
CCs
CCo
cC7

2.0
3.0
4.0
5.0

Durante la preparacion de las muestras correspondientes a la curva estandar y a

las muestras control se consider6 la pureza de las sustancias de referencia.

3.1.4. Optimizacion del método

Optimizacion del método. Una vez establecidas las condiciones cromatdgraficas
y el método de extraccion, el método analitico es factible de optimizarse con el fin
de mejorar al maximo la separacion cromatografica. Se observa que los parametros

a evaluar son: la resolucion (R), factor de capacidad (k) y eficiencia de la columna

(N).
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MATERIAL, INSTRUMENTOS Y EQUIPO.

3.2.1. Materiales

-

Tubos de ensaye de vidrio de 16 x 100 mm

Tubos de polipropileno de 2 mL

Combitips para pipeta de repeticion Repeater Plus
Puntas para micropipetas de 200 y 1000 uL

Matraces volumétricos de 10, 25, 500, 1000 y 2000 mL
Vasos de precipitados de 50, 100, 1000 y 2000 mL
Probetas de 50, 100, 500 y 1000 mL

Pipetas de transferencia de plastico

Sistema de filtracion para disolventes HPLC

Frascos graduados para fase mévil de 1000 y 2000 mL

3.2.2. Reactivos

Lote de plasma identificado como MB-020, constituido de 9 unidades de
plasma humano proveniente del Banco de Sangre del Hospital Médica Sur
con pruebas seroldgicas negativas a: Anti-T Cruzi ELISA, ANTI-VIH + 2
ELISA, Ags HB ELISA, ANTI-VHC ELISA, ANTI-T Pallidum ELISA y
Rastreo de Anticuerpos Irregulares.

Acetonitrilo grado HPLC, marca Mallinckrodt

Agua grado HPLC (Milli Q)

Acido oxalico dihidratado grado reactivo, marca J.T. Baker

Acido perclérico grado reactivo, marca DEQ, pureza 69.9%
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3.2.3. Sustancias de referencia

Hiclato de Doxiciclina (DCX) clave interna SR-08-2005 pureza 87.9 %
Clorhidrato de Tetraciclina (TCC) clave interna SR-02-2006 pureza 100.0%
Cafeina clave interna ET-003 Pureza 99.9 %

Acido Salicilico de COSUFAR clave interna EP-002 Pureza 99.5 %

Paracetamol de COSUFAR clave interna EP-004 Pureza 100.3 %

3.2.4. Consumibles cromatdgraficos

-

Microviales de 300 uLL marca Agilent No. de parte 5180-0841

Microviales de 2 mL marca Agilent No. de parte 5181-3375

Casquillos para microviales

Camisas para microviales de 300 uL Marca Agilent

Membranas de filtracion de 0.45 um Marca Millipore No de catdlogo
HVLPO4700

Columna cromatégrafica Gemini Su C18 110A de 250 x 4.6 mm marca
Phenomenex clave interna 27N, nimero de serie 286131-1, numero de parte
00G-4435-EO.

Precolumna XTerra RP C18 5 um de 3.9 X 20 mm clave interna 12N,

nimero de parte 186000662.
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3.2.5. Equipos e instrumentos

«+ Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion (CLAR), Agilent modelo 1100 que

consta de los siguientes modulos:

-

Bomba cuaternaria Modelo G1311A No. Serie DE11114958
Detector de arreglo de diodos con microcelda Modelo G1315A No.
Serie DE11112964

Automuestreador automatico Modelo G132A No. Serie DE23910875
Termostato del automuestrador Modelo GI1330A No. Serie
DE13205189

Compartimento de columna con termostato Modelo G1322A No. de
Serie DE11121925

Desgasificador en linea Modelo G1322A No. Serie JP05030070
Programa Chemstation Rev. A. 08.03 (847)

Unidad de poder In-interrumpible marca EBS Modelo RL-2K No.

Serie 1640

w+ Agitadores tipo vortex marca IKA modelo MS1-S1 Minishaker No. serie

03.100997 y 03.100996

+ Balanza analitica marca Sartorius Modelo BP 121S No. Serie 12703165

w Balanza de precision marca Sartorius Modelo BP 410 Serie: 12707800

«+ Bafio de ultrasonido marca Branson Modelo 5510R-DTH No. serie

RNCO80151637E

+ Bomba de presion al vacio marca Millipore No. Catalogo XX55 000 00. No.

Serie 0102704295
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Centrifuga refrigerada marca Jouan modelo MR23i con No. de serie
30109386.
Equipo de agua bidestilada marca Millipore modelo Ellix 5 No de catdlogo
ZLXS6005Y No de Serie FOPN50215E
Equipo de agua HPLC marca Millipore modelo Milli Q Gradient A10 No de
catalogo ZMQ56VOTY No de Serie BIKN36204A
Sistema Manifold para extraccion en fase solida
Parrilla termoagitadora marca Thermolyne Modelo Cimarec 2 No. Serie
10690182599
Parrilla termoagitadora marca VELP Scientific Modelo ARE/10.1162 No.
Serie 1013255
Pipeta de volumen variable marca Eppendorf Modelo 20-200 pL No. Serie
305085
Pipeta de repeticion marca Eppendorf modelo Repeater Plus No. Serie
4091825.
Pipetas de volumen variable marca Eppendorf Modelo 100-1000 pL No.
Serie 296194 y 296161
Potencidmetro (pHmetro) marca Corning modelo 430 No. Serie 10983
Refrigerador marca Thermoforma Modelo 3771 No. Serie: 785012072
Sistema de filtracion de disolventes marca Millipore
Termohigrémetro marca Daigger Modelo KX14442 No. serie: 21262637
Termohigrometro marca Control Company Modelo NX14442  No. Serie
41486650
Ultracongelador vertical marca Thermoforma modelo 923 No. Serie

487625224.

Pégina 36 de 66



L4 PARTE EXPERIMENTAL ‘bs

3.3. PREPARACION DE SOLUCIONES

3.3.1. PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA EXTRACCION

3.3.1.1.  Solucidn de acido perclérico al 10 % v/v

En una probeta, se midi6 71.5 mL de acido percldrico con una pureza de 69.9%, se
transfirid6 a un matraz volumétrico de 500 mL con agua grado HPLC, se llevd a

volumen.

3.3.2. PREPARACION DE LA FASE MOVIL
3.3.2.1.  Solucion de acido oxalico 0.02 M
Se pesd 3.6 g de 4cido oxalico dihidratado, se mezcldé con 1.5 L de agua grado

HPLC y se llevo a aforo en un matraz de 2L con mas agua grado HPLC.

3.3.3. PREPARACION DE SOLUCIONES ESTANDAR

3.3.3.1.  Solucién stock de DCX (500 pg/mL) en agua

Se pesd 0.0315 g de sustancia de referencia Hiclato de Doxiciclina (el equivalente a
12.5 mg de DCX) y se transfiri6 cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25 mL,
se disolvio y se llevo con agua grado HPLC.

3.3.3.2.  Solucion DCX de 10 pg/mL en plasma

Se tomo6 una alicuota de 0.5 mL (500 pL) de la solucion stock de DCX (500
png/mL), se transfiridé a un matraz volumétrico de 25 mL y se llevd a volumen con
plasma.

3.3.3.2.1. Soluciéon DCX de 10 pg/mL en agua

Se tomo6 una alicuota de 0.5 mL (500 pL) de la solucion stock de DCX, se transfirid

a un matraz volumétrico de 25 mL y se llevo a volumen con agua.
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3.3.4. PREPARACION DE SOLUCIONES DE REFERENCIA.

3.3.4.1.  Solucién stock de Clorhidrato de Tetraciclina (TCC) (1 mg/mL).
Estandar interno

Se pesaron 0.02216 g de sustancia de referencia Clorhidrato de Tetraciclina (el

equivalente a 10 mg de TCC) y se transfirié cuantitativamente a un matraz volumétrico

de 10 mL, se disolvid y se llevo con agua grado HPLC.

3.3.4.2.  Solucion TCC de 10 pg/mL en agua.
Se tomd 0.100 mL de la solucion de TCC de 1000 pg/mL, se transfirié a un matraz

volumétrico de 10 mL y se llevo al aforo con agua grado HPLC.

3.3.5. PREPARACION DE SOLUCIONES, CURVAS ESTANDAR Y MUESTRAS

CONTROL

3.3.5.1 Solucion combinada de DCX/TCC (15 pg/mL- 5 pg/mL) para
adecuabilidad

Se tomo una alicuota de 0.5 mL de la solucion stock de TCC (1 mg/mL) y una

alicuota de 1.5 mL de la solucion stock de DCX (500 pg/mL) en agua, se transfirié a un

matraz volumétrico de 100 mL y se llevo al aforo con agua grado HPLC.
3.3.5.2 Preparacion de la curva estandar y muestras control en plasma

A partir de la soluciéon de DCX de 10 pg/mL en plasma, se prepard la curva

estandar y muestras control como se indica en el siguiente cuadro:
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Cuadro 12 a. Preparacion de la curva estandar intervalo 0.196 a 2 pg/mL

Curva Estandar

Alicuota sol DCX Plasma Volumen Concentracion final

10 pg/mL plasma (uL) (mL) final (mL) (ug/mL)

40 2 2.040 0.196
60 2 2.060 0.291
2 2.100 0.476
2 2.300 1.304
2 2.400 1.667
2 2.500 2.000

Cuadro 12 b. Muestras control de DCX en plasma

Muestras Control

Alicuota sol DCX Plasma  Volumen Concentracion
10 pg/mL plasma (uL)  (mL) final (mL) final (ug/mL)
50 2 2.050 0.244
200 2 2.200 0.909
450 2.450 1.837
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3.4. METODO DE EXTRACCION

El siguiente diagrama muestra el método de extraccion utilizado para la DCX

|| 500 uL de plasma ||

|| 40 uL SI TCC ||

1000uL HCIO410% v/v
|| |

Agitar en vortex por 1 min
Centrifugar a 14000 rpm por 15 min a 20°C

\4

Inyectar 100 pL
del sobrenadante
al HPLC

Figura 5. Diagrama de flujo del método de extraccion de DCX en plasma

3.5.1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

En la fase de desarrollo se establecieron las siguientes condiciones cromatograficas:

Columna Gemini Sum C18 110A de 250 x 4.6 mm
Precolumna Precolumna XTerra RP C18 5 um de 3.9 X 20 mm
Fase movil [Acido Oxalico (0.02M):ACN], 75:25, % v/v
Velocidad de Flujo 1.3 mL/min

Temperatura de la columna 40° C

Volumen de inyeccion 100 uL
Deteccion 264 nm
Tiempo de Corrida 7 minutos
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3.6. VALIDACION DEL SISTEMA

3.6.1. Adecuabilidad del sistema

Al inicio de cada corrida analitica inyectar por quintuplicado la solucién para la
evaluacion de la adecuabilidad del sistema. El sistema se considera adecuado si se

cumplio con los siguientes criterios:

Parametro Criterio
Altura del pico CV<2%
Tiempo de retencion CV<2%
Coleo Inferior a 2
Platos teoricos (N) (método tangente) > 2000
Resolucion (método tangente) >2

3.7.  VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Para evaluar la confiabilidad del método se siguieron los lineamientos que marca la

NOM 177* que se describen a continuacién:

3.7.1. Linealidad

Para evaluar la linealidad del método, se prepararon 3 curvas de calibracion en
plasma contemplando las concentraciones de 0.196 a 2.0 pg/mL, asi como un blanco de
plasma. Las muestras se procesaron de acuerdo al método propuesto y se inyectaron al
cromatografo. Para cada curva de calibracion se determiné la altura, se estableci6 el
modelo matematico a utilizar para establecer la relacion concentracién — respuesta, y se

calculd la pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el coeficiente de correlacion (r).
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3.7.2. Precisiéon del método.

3.7.2.1. Repetibilidad del método.

La precision del método se evaludé con los parametros de repetibilidad y
reproducibilidad. Para determinar la repetibilidad del método, se prepararon por
quintuplicado las muestras control baja, media y alta (0.244, 0.909 y 1.837 pg/mL) y se
determind la concentracion recuperada interpolando el valor de las alturas en una curva
de calibracion preparada como se indica en la linealidad del método. Con estos datos se
calcul¢ el coeficiente de variacion (CV) de las concentraciones recuperadas.

El coeficiente de variacion (CV) se obtiene por medio de la siguiente expresion
matematica:

Desviacion estandar

Cv x100

Promedio

3.7.2.2.  Reproducibilidad del método.

Se evalud la reproducibilidad intralaboratorio (un analista dias diferentes) y
reproducibilidad entre analistas (tres analistas), para lo cual:

La reproducibilidad del método se determind con las muestras control preparados
por duplicado en 3 dias de trabajo por los analistas. Se calculd el coeficiente de

variacion (CV) de las concentraciones recuperadas.
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3.7.3. Exactitud del método.

La exactitud del método se establecié a partir de los datos de repetibilidad,
determinando la Desviacion estdndar absoluta (DEA) del valor promedio de las
concentraciones experimentales, de cada nivel, con respecto a la concentracion nominal
de la muestra, empleando la siguiente férmula:

Concentracion Nominal - Concentracion Recuperad
X

% DEA = 100

Concentracion Nominal

3.7.4. Recobro absoluto

El recobro se determind preparando 2 series de muestras control una en plasma y
otra en solucion. Las muestras plasmaticas se procesaron e inyectaron de acuerdo al
método propuesto, en tanto que las muestras en solucion se inyectaron directamente al

cromatografo.

Asimismo, se compard la relacion promedio de las alturas obtenidas en plasma con

las obtenidas en solucion.

El por ciento de recobro se calculd con la siguiente formula:

Respuesta en Plasma

% De Recobro = %100

Respuesta en solucion
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3.7.5. Limite de cuantificacién

El limite de -cuantificacion se determind preparando por quintuplicado la
concentracion mas baja de la curva de estandar y con los datos obtenidos se calculd la

precision y exactitud.

3.7.6. Limite de deteccion

El limite de deteccion (LD) fue determinado como la concentracion a la cual la

sefal (altura) del analito es al menos tres veces mayor que el nivel de ruido.

3.7.7. Selectividad

Para evaluar la selectividad del método se prepararon muestras de plasma
adicionadas con: acido salicilico, cafeina, paracetamol, heparina de sodio y heparina de litio.
Para que el método cumpla con estd prueba no debe de tener interferencia en el tiempo de

retencion de la Doxiciclina y tampoco con el estdndar Interno (Clorhidrato de tetraciclina).

3.7.8. Estabilidad

Las pruebas de estabilidad se llevaron a cabo para demostrar que la Doxiciclina
conserva sus propiedades en el plasma durante su manejo, almacenamiento y
procesamiento. Ya que es bien sabido que los medicamentos pueden ser degradados en
el plasma durante el almacenamiento o el andlisis debido a la temperatura, luz, aire y

enzimas.
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3.7.8.1. Estabilidad a temperatura ambiente.

Para realizar esta prueba se prepararon 2 series de muestras control los cuales se
mantuvieron a temperatura ambiente y se procesaron e inyectaron a las 6 horas de

permanecer a esta temperatura ambiente.

3.7.8.2. Estabilidad en el automuestreador.

Para realizar esta prueba se prepararon 2 series de muestras control, se procesaron
de acuerdo a la técnica descrita en el punto 3.4. Se mantuvieron en la soluciéon de
inyeccion dentro del automuestrador del cromatdgrafo (Temperatura de 4° C) y se
inyectaron después de 24 horas. Para cada uno de los tiempos se calculdo la

concentracion recuperada y se evalu6 la exactitud.

3.7.8.3. Estabilidad en ciclos de congelacion y descongelacion.

Para comprobar que la muestra es estable durante el proceso de congelacion —
descongelacion. Se prepararon 2 series de muestras control los cuales se almacenaron a
-70° C. Al final de cada ciclo se determin6 la cantidad de Doxiciclina recuperada, la
exactitud y precision de los valores obtenidos calculando el por ciento de desviacion

absoluta.

3.7.8.4.Estabilidad bajo condiciones de almacenamiento (a largo plazo).

Para esta prueba se prepararon 2 series de muestras control de Doxiciclina en

plasma, las cuales se almacenaron a -70 °C. Las muestras se analizaron a los 120 dias
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empleando el método descrito en el punto 3.4. Los resultados se compararon contra

valor nominal. Para lo cual se determind exactitud y precision.

3.7.9. Tolerancia

Se evalud la tolerancia del método alterando 2 condiciones. La primera fue
modificar la temperatura de trabajo de la columna a 25° C en lugar de 40° C. La
segunda modificacion fue la proporcion de la fase movil de Acido Oxalico

(0.02M):ACN, 75:25, % v/v a Acido Oxalico (0.02M):ACN, 70:30, % v/v.

3.8.  El Criterio de aceptacion utilizado para el método fue el siguiente:

Parametro Criterio de aceptacion
Selectividad No interferencia de los analitos en el tiempo de
retencion de DCX
Linealidad Valor de r superior a 0.99
Precision
Repetibilidad Valor de CV < al 15.0 %
Reproducibilidad Valor de CV < al 15.0 %
Exactitud Valor de DEA < al 15.0 %
Limite de cuantificacion Valores de CV y DEA < al 20.0 %
Limite de deteccion La altura del pico de DCX debe ser al menos 3 veces
la sefial de ruido
Recobro absoluto Valores promedio % de recobro con CV < al 15.0 %
Estabilidad
Condiciones de almacenamiento Valores de CVy DEA < al 15.0 %
Temperatura ambiente Valores de CVy DEA < al 15.0 %
Ciclos de congelacion-descongelacion Valores de CV y DEA < al 15.0 %
Automuestreador Valores de CVy DEA < al 15.0 %
Tolerancia Valores de CVy DEA < al 15.0 %
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CAPITULO 4:

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Desarrollo del método analitico para cuantificar Doxiciclina en plasma humano

Columna

Se seleccion6 la columna Gemini Sum C18 110A de 250 x 4.6 mm, ya que
presentaba mayor carga de carbono, mayor resistencia a valores de pH acidos, y
sobretodo los picos de doxiciclina presentaron una mejor resolucion respecto al pico
del estandar interno y los componentes enddgenos del plasma, mejor simetria y

mayor altura.

Fase movil

Al analizar los cromatogramas de doxiciclina con la fase movil de solucion
amortiguadora de acetato 0.01M a pH de 2.5: ACN, [70:30 (v/v)], se pudo apreciar
que los picos en fase movil de acetato presentaban coleo, lo anterior debido a que la
doxiciclina como todas las tetraciclinas forma un complejo quelato divalentes y
trivalentes con el calcio o aluminio de las columnas. En cambio, la simetria del pico
correspondiente a DCX, presentd una mejor simetria al emplear la solucion de
oxalatos. Esto se debe a que la estructura del acido oxalico presenta dos cadenas
quelantes laterales, lo que permite una mayor afinidad de los analitos por la fase

movil rspecto a la columna cromatografica.
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Estandar interno

El clorhidrato de tetraciclina, al contar con una estructura quimica similar a la de
la doxiciclina, resultd6 mas adecuado como estandar interno, ademas de no presentar

interferencia de los componentes enddgenos del plasma.

Deteccion:

El barrido espectral de la doxicilina nos permiti6 determinar que la longitud de
onda de méaxima absorcion era de 264 nm y sin interferencia de la matriz biologica,

ver figuras 6y 7.

En base a todo lo anterior, se determinaron las condiciones cromatograficas

finales descritas en el numeral 3.5.1.

Pagina 48 de 66



9

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS g

Redraw

B g . Absorbancia (mAU)

) ._ | ek & = m
L||r|_L|_|_._|_L_|_|p_|_I__|m__|_. T L.Mm..|r.|~ ____n._ = 2 B
B R R A D t1.|.|.LIr

1m 1 140 50 13 am 20 20
gitud de onda de absorcion (nm)

Long

mAU 5 cube
-m

z |3|;3_24

min ¥ |2|;4_uu
-am
z

s

=2
-

x:|1_43
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Los resultados de la validacion fueron los siguientes:

4.1. Linealidad del método.

La figura 8 muestra la linealidad del método analitico en un intervalo de
concentracion de 0.196 a 2.0 pg/mL, obteniendo un coeficiente de correlacion (r)
promedio de 0.9995.

En el cuadro 13 se presentan los valores de la relacion de alturas de las 3
curvas preparadas en plasma para evaluar la linealidad del método, en donde se

observa un % C.V. de las alturas varia entre 2.0 y 6.9% demostrando que dicha

relacion matematica es reproducible.

Cuadro 13. Linealidad del método analitico en el intervalo de 0.196 a 2.0 pg/mL para

cuantificar DCX en plasma humano

Concentracion Relacion de alturas (altura DCX/ altura TCC)

CV (%)
pg/mL Curval Curva 2 Curva 3 Promedio

0.196 0.169 0.186 0.194 0.183 6.9
0.291 0.250 0.253 0.282 0.262 6.9
0.476 0.406 0.434 0.439 0.426 4.2
1.304 1.118 1.119 1.157 1.131 2.0
1.667 1.431 1.557 1.577 1.522 5.2
2.000 1.745 1.853 1.863 1.821 3.6

Pendiente 0.2257 0.2402 0.2408 0.2356
Intercepto -0.0053 -0.0136 0.0030 -0.0053
Correlacion 0.9999 0.9986 0.9992 0.9995
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Figura 8. Linealidad del método analitico para cuantificar Doxiciclina en plasma humano.

Conc Concentracion recuperada (ug/mL)

(Hg/mL) -
Curval DEA Curva 2 DEA Curva 3 DEA Promedio CV (%)

0.196 0.201 2.7 0.216 10.1 0.206 53 0.208 3.6
0.291 0.294 1.0 0.288 1.0 0.302 3.7 0.295 2.3
0.476 0.474 0.5 0.484 1.8 0.471 1.1 0.476 1.5
1.304 1.294 0.8 1.226 6.0 1.246 4.4 1.255 2.8
1.667 1.655 0.7 1.700 2.0 1.700 2.0 1.685 1.5
2.000 2.016 0.8 2.020 1.0 2.009 0.5 2.015 0.3
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4.2.  Precision y exactitud del método.

De acuerdo al cuadro 14, el método fue repetible a los tres niveles de concentracion
correspondientes a las muestras control baja, media y alta, presentando valores maximos
para el %CV de 3.8% y 11.5% para la Desviacion Estandar Absoluta (DEA).

En el cuadro 14a y 14b muestran la reproducibilidad intra-analista fue demostrada
al obtener valores de CV y DEA inferiores al 10.4 % para tres analistas, de igual forma
la reproducibilidad inter-analista cumplié con el criterio de CV y DEA al ser de 8.5 y
5.2 %, respectivamente.

Con base a lo anterior se demostr6 que el método es preciso y exacto.

Cuadro 14 Precision y exactitud (Repetibilidad) del método analitico para cuantificar DCX en plasma

Muestras Control

Replica  0.244 pg/mL  0.909 pg/mL  1.837 pg/mL
0.274 0.870 2.044
0.262 0.933 2.030
0.248 0.935 2.015
0.262 0.881 2.061
0.270 0.910 2.093
Promedio 0.263 0.906 2.049
%CV 38 3.3 15
% DEA 7.8 0.3 115
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Cuadro 14a. Precision y exactitud (Reproducibilidad intra-analista) del método analitico para cuantificar

DCX en plasma

Dia Réplica

0.244

Analista 1
0.909

1.837

pg/mL pg/mL pg/mL

0.244

pg/mL  pg/mL pg/mL

Analista 2
0.909

1.837

0.244

Analista 3
0.909

1.837

pg/mL pg/mL pg/mL

0.249
0.249
0.254
0.250
0.250
0.249

0.941
0.940
0.960
0.970
0.959
0.902

2.007
1.977
2.002
1.970
2.005
2.161

0.244
0.243
0.224
0.210
0.238
0.228

0.900
0.905
0.792
0.800
1.016
1.024

1.897
1.819
1.626
1.661
2.026
2.134

0.278
0.274
0.225
0.225
0.261
0.244

1.029
1.038
0.874
0.877
1.001
1.006

2.120
2.101
1.784
1.771
1.927
2.128

Promedio
% CV
% DEA

0.250
0.9
2.5

0.946
2.6
4.0

2.021
3.5
10.0

0.231
5.7
5.2

0.906
111
0.3

1.861
10.7
13

0.251
94
2.8

0.971
7.8
6.8

1.972
8.5
7.3

Cuadro 14b. Precision y exactitud (Reproducibilidad inter-analista) del método analitico para cuantificar
DCX en plasma

Analista

Réplica

0.244 pg/mL 0.909 pg/mL 1.837 pg/mL

1

0.249
0.249
0.254
0.250
0.220
0.214

0.941
0.940
0.960
0.970
0.999
1.017

2.007
1.977
2.002
1.970
1.861
1.900

0.244
0.243
0.224
0.210
0.237
0.252

0.900
0.905
0.792
0.800
1.020
0.989

1.897
1.819
1.626
1.661
1.983
1.918

N P N PN RPN RPN RPN RPN PR DN

0.278
0.274
0.225
0.225
0.235
0.225

1.029
1.038
0.874
0.877
0.903
0.910

2.120
2.101
1.784
1.771
2.201
2.193

Promedio
% CV
% DEA

0.244
7.1
0.0
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4.3. Recobro

El recobro promedio para Doxiciclina fue de 59.6 % y 77.7 % para el estandar

interno Tetraciclina.

Cuadro 15. Recobro del método analitico para cuantificar DCX en plasma

DOXICICLINA TETRACICLINA

MUESTRAS
CONTROL

ALTURAS Estandar ALTURAS

Interno
Sistema Método Sistema Método

BAJA
0.244 pg/mL  1.10173 0.71848 3.31806 2.43276
1.11290 0.67580 3.07371 2.36001
1.18936 0.70672 3.12485 2.34429
Recobro 61.7 2.89498 2.36852
4.45916 2.62206 3.13467 2.36679
2.66554 3.09885 2.42585
4.58075 2.64164 3.07616 2.40481
Recobro 58.5 2.97277 2.38530
8.93961 5.42067 3.02082 2.41531

ALTA 9.23939 5.29546
1.837 pug/mL PROMEDIO
9.28601 5.36244

Recobro 58.5
RECOBRO
PROMEDIO 59.6
%C.V. 41
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4.4,  Limite de cuantificacion
Se establecid como limite de cuantificacion, la concentracion correspondiente al

punto mas bajo de la curva estandar. El valor del limite de cuantificacion para DCX fue

de 0.196 pg/mL con valores de CV y DEA de 6.6 y 5.0 %. Ver cuadro 16.

Cuadro 16. Limite de cuantificacion del método analitico para cuantificar DCX en plasma

Concentracion Concentracion

adicionada (pug/mL) obtenida (ng/mL)

0.196
0.187
0.216
0.216
0.214

Promedio 0.2
% CV 6.6
% DEA 5.0

4.5.  Limite de deteccion
El limite de deteccion (LD) fue determinado como la concentracion a la cual la

sefal (altura) del analito es al menos tres veces mayor que el nivel de ruido. El LD para

DCX fue de 0.099 pg/mL (cuadro 17).

Cuadro 17. Limite de deteccion del método analitico para cuantificar DCX plasma

Muestra Replica Ruido
1 0.0557

2 0.0722

3 0.0814

Promedio 0.0698

Nivel de ruido x 3 0.2093

Blanco

de plasma

Muestra Replica Altura
1 0.2409

0.099 2 0.2551
pg/mL 3 0.2465
Promedio 0.2475
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4.6. Selectividad del método

Después de anadir Cafeina, Acido salicilico, Paracetamol, Heparina de sodio y
Heparina litio a diferentes muestras plasmatica y procesarlas utilizando el método
descrito anteriormente en el punto 3.4, no se observo ninguna sefial que interfiera con el
pico de interés, por lo cual el método se considerd selectivo para la cuantificacion de

Doxiciclina en plasma usando Clorhidrato de Tetraciclina como estandar interno.

Cuadro 18. Selectividad del método analitico para cuantificar DCX en plasma

Tiempo retencion” Selectivo

Analito .
(min)

Doxiciclina 5.61
Tetraciclina 3.58
Blanco de plasma ND
Cafeina ND
Acido salicilico ND
Paracetamol ND
Heparina de sodio ND
Heparina litio ND

D Promedio de 3 determinaciones ND = No detectable NA =No Aplica

En la figura 9 se muestran los cromatégramas, en donde se aprecia que el método es
selectivo a componentes enddgenos de plasma y a los analitos indicados en el cuadro

18.
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Figur‘a 9. Seléctividadl del métlodo para.l cuéntiﬁcar Doxiciclina en plasma. A) Blanco de
plasma humano. B) Plasma humano adicionado con 1pg/mL de DCX. C) Plasma humano
adicionado con lpg/mL de TCC. D) Plasma humano adicionado con 1pug/mL de Cafeina.
E) Plasma humano adicionado con lpg/mL de Acido salicilico. F) Plasma humano
adicionado con 1pg/mL de Paracetamol. G) Plasma humano adicionado con lpg/mL de
Heparina de Litio. H) Muestra en plasma humano de un voluntario. TR de la DCX se indica

en negro y la TCC en gris.
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4.7. Estabilidad

Se determind la estabilidad de Doxiciclina bajo las siguientes condiciones:

4.7.1 Estabilidad a temperatura ambiente.

La DCX fue estable en plasma humano hasta por 6 horas a temperatura ambiente

con valores de CV de 1.8 % y DEA de 1.5 %. (Ver cuadro 19)

Cuadro 19. Estabilidad a temperatura ambiente del DCX en plasma humano

Estabilidad a temperatura ambiente

Tiempo = 6 horas

Replica 0.244 pg/mL 0.909 pg/mL 1.837 pg/mL
1 0.245 0.905 1.850
2 0.244 0.885 1.804
Promedio 0.245 0.895 1.827
% CV 0.3 1.6 1.8
% DEA 0.4 15 0.5

4.7.2 Estabilidad en el automuestreador.

La DCX fue estable en acido perclorico al 10 %, hasta por 24 h a 4 ° C con

valores de CV de 2.4 % y DEA de 10.1 %. (Ver cuadro 20)
Cuadro 20. Estabilidad en el automuestreador del DCX en acido perclorico al 10 %

Estabilidad en el automuestreador

Tiempo = 24 horas
Replica 0.244 pg/mL 0.909 pg/mL 1.837 pg/mL
1 0.216 0.842 1.661

2 0.223 0.841 1.711
Promedio 0.219 0.842 1.686
% CV 24 0.1 2.1
% DEA 10.1 7.4 8.2
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4.7.3 Estabilidad en ciclos de congelacion y descongelacion.

La DCX fue estable en plasma humano hasta por 2 ciclos de congelacion y

descongelacion con valores de CV de 1.7 % y DEA de 13.5 %. (Ver cuadro 21)

Cuadro 21. Estabilidad a ciclos de congelacion y descongelacion del DCX en plasma humano

1
Estabilidad ciclos de congelacion-descongelacién

Ciclo 2
0.244 pg/mL 0.909 pg/mL 1.837 pg/mL

Replica

1
2
Promedio
% CV
% DEA

0.244

0.239

0.241
1.7
11

1.037

1.027

1.032
0.6
135

1.860

1.880

1.870
0.8
1.8

4.7.4 Estabilidad bajo condiciones de almacenamiento (a largo plazo).

La DCX es estable en plasma humano hasta por 120 dias a — 70° C con valores

de CV<1.4%yDEA <3.7 % (Ver cuadro 22)

Cuadro 22. Estabilidad bajo condiciones del almacenamiento del DCX a -70 °C en plasma humano

Estabilidad bajo condiciones almacenamiento

Tiempo = 120 dias

Réplica
1
2

Promedio
% CV
% DEA

0.244 pg/mL
0.250
0.251
0.250

04
2.6

0.909 pg/mL
0.896
0.914
0.905

14
0.4
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4.8. Tolerancia

Se evalud al someter la columna a temperatura ambiente. Los tiempos de retencion
se incrementaron, por lo tanto no es tolerante ya que vario los tiempos de retencion,

aunque su % CV y % DEA cumplen. (Ver cuadro 23).

Cuadro 23. Tolerancia del método analitico a cambios de temperatura de la columna.

Columna a temperatura ambiente

Réplica Concentracion (ug/mL)

0.244 0.909
0.221 0.884
0.217 0.852
0.219 0.868
1.1 2.6
4.6

Se evalud al someter cambio de la proporcion de la fase movil. Los tiempos de
retencion se disminuyeron (Tetraciclina y Doxiciclina, 3.022 min y 3.982 min
respectivamente), por lo que el método no tolera cambios en la fase movil. (Ver

cuadro 24)

Cuadro 24. Tolerancia del método analitico a cambios de la proporcion de la Fase Movil.

Proporcion de la Fase Mavil (Acido Oxalico 0.02M:
ACN, 70:30)
Réplica Concentracién (ug/mL)
0.244 0.909
0.420 1.847

0.506 1.878
Promedio 0.463 1.863
% CV 13.1 1.2
% DEA 89.7 104.9
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A continuacion se resumen los resultados de la validacion del método analitico

para cuantificar DCX en plasma humano:

Parametro

Selectividad

Linealidad

Precision y exactitud
Repetibilidad
Reproducibilidad analista 1
Reproducibilidad analista 2
Reproducibilidad analista 3

Limite de cuantificacion

Limite de deteccion

Recobro absoluto

Estabilidad
Condiciones de

Almacenamiento
Temperatura ambiente

Ciclos Congelacion-

Descongelacion
Automuestreador

Tolerancia

Criterio de aceptacion

No interferencia de los
analitos en el tiempo de

retencion de DCX

Valor de r superior a 0.99

CVyDEA<al 150 %
CVyDEA<al 15.0 %
CVyDEA<al 150 %
CVyDEA<al 150 %

CV y DEA <al 20.0 %

La altura del pico de DCX
debe ser 3 veces la sefal de

ruido

% recobro consistente en los

tres niveles de concentracion

CVyDEA <al 15.0 %

CV y DEA <al 15.0 %

CVyDEA <al 15.0 %

CV y DEA <al 15.0 %

CVyDEA<al 15.0 %

Resultado

No interferencia de  componentes
endégenos del plasma, acido salicilico,
cafeina, paracetamol, heparina de sodio y
heparina de litio.

Lineal en el intervalo de 0.196 a 2 pg/mL

con valor promedio de r de 0.9995.

CV<38%yDEA<115%
CV<74%yDEA<6.8%
CV<104%yDEA<38%
CV<104 %yDEA<104%
0.196 pg/mL conun CV =6.6 % y
DEA=5.0%

0.099 pg/mL
Doxiciclina Tetraciclina
Nivel bajo = 61.7 % Promedio 77.7 %
Nivel medio = 58.5 %
Nivel alto = 58.5%
Promedio = 59.6 %
CV=41%

Hasta 120 dias a -70° C con valores de CV
<1.4 %y DEA <3.7 %.

Hasta 6 horas a temperatura ambiente con
CV<18%yDEA<15%

Hasta 2 ciclos con valores de CV < 1.7 %
y DEA <13.5 %.

hasta 24 horas con valores de CV <2.4 %
y DEA <10.1 %
CV<3.1%yDEA<10.3 %
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Aplicacién del Método Analitico a un estudio de Bioequivalencia

El método analitico se utilizd para la cuantificacion de la Doxiciclina en
Muestras plasmaticas provenientes de este estudio clinico para determinar la
Bioequivalencia entre dos formulaciones de Doxiciclina en voluntarios sanos posterior a

una dosis de 100 mg. La figura 10 muestra las graficas promedio de los perfiles de

concentracion plasmaticas versus tiempo.

——Referencia

—a—Prueba

Concentracion (pg/mL)
o o

<
~

<
o
)

o
=)

12 16
Tiempo (h)

(=}

—e—Referencia

—=—Prueba

Concentracion (pg/mL)

12
Tiempo (h)

Figura 10. Grafica de Concentracion plasmatica promedio de Doxiciclina (ng/mL) + EE después de la

administracion de los dos medicamentos. Arriba escala aritmética y Abajo escala logaritmica
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CAPITULO 5:

CONCLUSIONES

Se desarrollé un método analitico por cromatografia de liquidos para cuantificar

Doxiciclina en plasma humano, el cual es rapido, sencillo y econémico.

El método demostrd que es selectivo a componentes enddgenos del plasma y otros
farmacos, lineal en el intervalo de 0.196 a 2.0 pg/mL, preciso y exacto, la Doxiciclina
es estable en plasma a -70° C hasta 120 dias, a temperatura ambiente hasta 6 horas,
hasta 2 ciclos de congelacion y descongelacion de temperatura ambiente a -70° C y en

acido perclorico al 10% en el automuestreador hasta por 24 h.

En base a lo anterior, se establece la confiabilidad del método analitico desarrollado

para su aplicacion en estudios de biodisponibilidad, bioequivalencia o farmacocinética.
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