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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

Para efecto de esta tesis se entiende por:

+ Ma&s, menos.

% Por ciento.

ABCO0-o Area bajo la curva de concentracién plasmatica extrapolada a infinito.

ABCO-t Area Bajo la Curva de concentracion plasmatica desde la administracion
hasta el tiempo t.

ACN Acetonitrilo

APCI lonizacion Quimica con Presion Atmosférica.

API lonizacién a Presién Atmosférica.

CLAR Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.

Cméx Concentracion plasmética méxima.

C.V. Coeficiente de Variacion.

Dwell Velocidad de adquisicion.

ESI lonizacion con Electrospray.

FEUM Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos vigente.

G Gramos.

H Horas.

IMC indice de Masa Corporal.

LC Cromatografia de Liquidos.

MeOH Metanol.

ml Mililitros.

MS Espectrometria de Masas.

MSD Detector de Espectrometria de Masas.

mseg Milisegundos.

mm Milimetros.

PNO Procedimiento Normalizado de Operacién.

R Coeficiente de regresion.

seg Segundos.

SIM Monitoreo de 16n Especifico.

t% Vida media de eliminacién.

TAC/EI Relacion de respuesta de Tacrolimus sobre respuesta del Estandar Interno.

tmax Tiempo transcurrido desde la administracién hasta que se produce la
concentracion plasmatica maxima.

TMR Tiempo Medio de Residencia.

UV-VIS Detector UV-Visible.

V Volts.

Vs Contra.




RESUMEN

1. RESUMEN'?

En los estudios para caracterizar la biodisponibilidad de los farmacos, la metodologia analitica
tiene un papel fundamental, considerando que la obtencion de datos confiables repercutira en
cualquier decision correspondiente al medicamento.

Tacrolimus es un farmaco utilizado por su actividad como depresor inmunoldgico utilizado
principalmente en los trasplantes de higado y rifién; la importancia de la tesis a realizar radico
directamente en la obtenciéon de un método analitico validado para cuantificar tacrolimus en
sangre total y poder aplicarlo en un estudio de Biodisponibilidad en poblacién mexicana; éste
tipo de estudios brindan mucha informacién sobre la absorcion del farmaco a la circulacién
general en el organismo después de su administracion y el tiempo que requiere para hacerlo.

Debido a las propiedades fisicoquimicas de tacrolimus y especificamente a su interaccion con
unas proteinas intracitoplasméaticas denominadas inmunofilinas, nos vimos en la necesidad de
utilizar como matriz biolégica sangre total y no plasma, como usualmente se utiliza, eso
dificulté en cierto grado el desarrollo del método analitico, sin embargo, con ayuda de un
equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion acoplado a Masas, se contd con las
herramientas necesarias para la tarea propuesta.

El estudio se propuso para muestras provenientes de voluntarios sanos mexicanos, por lo que
la validacién del método y el analisis de los voluntarios se rigié por la legislacion mexicana
vigente: “Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, que establece las pruebas y
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable. Requisitos a que

deben sujetarse los terceros autorizados que realicen las pruebas.

Por lo tanto, las pruebas incluidas en la validacion del método fueron las siguientes: linealidad,
precision, exactitud, limite de deteccion (LD), limite de cuantificaciéon (LC), recobro absoluto,
selectividad, tolerancia (prueba de volumen parcial de muestra para casos que estén dentro
del intervalo de analisis) y estabilidad a diferentes condiciones de almacenamiento.

A los voluntarios sanos se les administré6 una dosis de 5 mg y se les tomaron muestras
sanguineas a diferentes intervalos de tiempo durante 96 horas en tubos con EDTA como
anticoagulante. Estas fueron almacenadas a -70 °C y se procesaron conforme al método
analitico previamente validado. Los resultados fueron analizados y se determinaron los
parametros farmacocinéticos de dicho farmaco.
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2. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El trasplante de 6rganos es una practica que ha tomado auge a partir de los afios 60°s, con el
Unico objetivo de ampliar las expectativas de vida. Para éstos propoésitos se utilizan
medicamentos como tacrolimus que neutralicen la actividad inmunolégica del receptor hacia
los injertos extrafos.

Este farmaco es un macrdlido con potentes propiedades inmunosupresoras, que también se
puede usar en forma tépica para el tratamiento de la dermatitis atdpica en nifios y adultos, y
esta actualmente sometido a investigacion para poder ser usado en otras enfermedades
autoinmunes.

Actualmente se buscan propuestas terapéuticas alternas para que sean de facil acceso a la
mayoria de la poblacién. La inquietud de la industria farmacéutica por cubrir las necesidades
terapéuticas ha provocado, especialmente para la poblacién con pocos recursos, generacion
de nuevos productos farmacéuticos (medicamentos genéricos); la obtencién y autorizacion de
éstos productos esta sujeta al cumplimiento de una serie de pruebas, entre los que se
encuentran los estudios de biodisponibilidad comparativa de equivalentes farmacéuticos
(bioequivalencia), lo anterior en poblacién mexicana.

Para lograr lo anterior es importante contar con un método analitico confiable y conocer el
comportamiento farmacocinético del farmaco en la poblacion bajo estudio.

De esta manera, en el presente trabajo se optimizé y validé una metodologia analitica para

poder ser aplicada en muestras provenientes de voluntarios mexicanos sanos, cuyos objetivos
se dirigieron hacia los siguientes aspectos:

¥ Desarrollo y validacién de un método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta

Resolucion (CLAR) acoplada a masas para cuantificar tacrolimus en sangre total.

“ Evaluacion de la Biodisponibilidad de una formulacién de tacrolimus después de la

administraciéon de una dosis oral Unica de 5 mg.

10



GENERALIDADES

2.1. GENERALIDADES

2.2. Tacrolimus.

El tacrolimus es un potente farmaco inmunosupresor descubierto en 1984 por los cientificos

de la Fujisawa Pharmaceutical Co., LTD en Tsukuba, Japén.

2.2.1. Propiedades fisicoquimicas.

¥ Estructura quimica:

i s
36 {l 37 oF Tm
CHy o T
- = :
| 18 .
L /"L‘{n

“ Nombre quimico: Monohidrato de [3S-3R*[E(1S*3S*4S%)],4S*5R*,8S*, 9E,12R*,
14R*, 155*,16R*,185*,195*,26aR*]]5,6,8,11,12,13,14,15,16,17,18,19,24,25,26,26a-
hexadecahidro-5,19- dihidroxi-3-[2-(4-hidroxi-3-metoxiciclohexil) -1-metiletenil]-14,16-
dimetoxi- 4,10,12,18-tetrametil-8-(2-propenil)-15,19-epoxi-3H-pirido[2,1-c][1,4]

oxaazaciclotricosina- 1,7,20,21
¥ (4H,23H)-tetrona.
¥ Sinénimos: FK-506
“ Nombre Genérico: Tacrolimus
¥ Férmula condensada: C44H69NO12H20

¥ Peso Molecular: 822.05 g/mol

11



GENERALIDADES

¥ Solubilidad: Muy soluble en disolventes organicos como: cloroformo, acetona,

acetonitrilo y metanol; e insoluble en agua.
“ pKa: No reportado

¥ Maximos UV: 200 nm.

2.2.2. Indicaciones Terapéuticas®.

El farmaco tacrolimus, previamente conocido como FK-506, es un macrélido inmunodepresor
producido por Streptomyces tsukubaensis. Esta indicado en la profilaxis del rechazo de
drganos en pacientes que reciben trasplantes alogénicos. También se puede usar en forma

tépica para casos de dermatitis atpica.

2.2.3. Farmacodinamia®®.

El mecanismo de accion es todavia desconocido, sin embargo, la evidencia experimental ha
mostrado que tacrolimus induce una inmunosupresién al inhibir la primera fase de la activacion
de las células T. En esta primera fase, se activa la transcripcion de ciertos factores como la
interleucina IL-2, IL-3, IL-4, el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos y de
interferon gamma, factores que permiten que las células T progresen desde la fase GO a la
G1. El tacrolimus se fija a una inmunofilina, la FKBP-12 (proteinas captadoras de FK), en
conjunto con calcio, calmodulina y calcineurina A y B forman un complejo pentamérico que
inhibe la actividad de la fosfatasa de calcineurina(l). Como la calcineurina cataliza una
reaccion de defosforilizacién critica para la transcripcion del gen de las linfocinas, la inhibicion
de la calcineurina resulta en el bloqueo de la transduccién de un factor nuclear necesario para
la activacion de las células B y T. La reduccién de los niveles de los activadores de las células
T, reduce la respuesta proliferativa de estas células T frente a antigenos y mitégenos.

En la dermatitis atopica, el tacrolimus actia inhibiendo la inflamacion al reducir la actividad de
las células T. El tacrolimus se une también a los receptores esteroides de la superficie de las
células, inhibiendo la liberacién de mediadores de los mastocitos, regulando el nimero de los
receptores a IL-8, disminuyendo la adhesion intracelular y la expresion de la E-selectina en los
vasos sanguineos. Todas estas acciones resultan en una disminucién del reconocimiento de

los antigenos y en una regulacion de la cascada inflamatoria.

12



GENERALIDADES

El tacrolimus tépico no inhibe la sintesis de coldgeno y no produce una atrofia de la piel como

ocurre en el caso de los corticoides.

2.2.4. Farmacocinética®.

Después de la administracién oral de tacrolimus, la absorcién es baja y variable; alcanzando
su concentracion maxima (Cmax 25 ng/mL) en sangre de 1-2 horas después de su
administracion oral con una dosis Unica de 5 mg en individuos sanos. La biodisponibilidad
absoluta de tacrolimus por via oral varia entre 13 a 23% en voluntarios sanos, mientras que
para pacientes con transplante de higado esta entre 7 a 27% y para pacientes con transplante
de rifion fluctia entre 16 a 28%. Los alimentos afectan notablemente tanto la extension como
la velocidad de absorcion. En los voluntarios sanos, el area bajo la curva (ABC) y la Cmax son
reducidas en un 37% y 77%, respectivamente después de una comida rica en grasas. Una
comida rica en carbohidratos reduce el ABC y Cmax promedio en el 28% y 65%,
respectivamente. El tacrolimus se une a las proteinas plasmaticas como lo es la albimina y la
alfa-1-acido glicoproteina, pero también tiene una fuerte asociacibn con eritrocitos
(especificamente a la inmunofilina FKBP-12) en méas del 99%. La distribucién de tacrolimus
entre la sangre total y el plasma depende de muchos factores, como el hematocrito, la
temperatura de separacion del plasma de la sangre total, concentracion del farmaco, y
concentracion de proteinas plasméticas. Su volumen de distribucion en humanos es de 1.5-2.5
L/kg, por lo que la distribucion tisular del farmaco es muy extensa; su depuracién es de 0.68
min/mL/kg, debido a el gran tamafio de la molécula y a que es practicamente insoluble en
medios acuosos (como se menciond anteriormente). El tiempo de vida media de eliminacion
(t1/2) de tacrolimus administrado por via oral varia de 23 a 46 horas en sujetos sanos después
de una dosis Unica y en regimenes de dosis multiple. Los estudios farmacocinéticos con
tacrolimus han demostrado la existencia de grandes diferencias inter e intra individuales en su

cinética en los pacientes con 6rganos transplantados.

El tacrolimus es sustrato de la glicoproteina P, una bomba ATP-dependiente localizada en el
epitelio intestinal y en la barrera hematoencefalica que es capaz de extraer el farmaco de las
células intestinales, llevandole de nuevo al lumen donde es metabolizado por el citocromo P-
450 (CYP3A4), lo que limita su biodisponibilidad. Cuando el tacrolimus se administra con
inhibidores del CYP3A4 y de la glicoproteina la biodisponibilidad del inmunosupresor aumenta,

por lo que su concentracién en la sangre se incrementa.

13



GENERALIDADES

Se ha estudiado su excrecion y biotransformacion en humanos después de una dosis Unica de
2.5 mg de farmaco marcado radioactivamente, encontrando que el 95% fue excretado por las
heces fecales, mientras que solo el 2% fue excretado por la orina en un periodo de 48 horas.

Los principales metabolitos de tacrolimus identificados en incubaciones con microsomas de
higado humano es el 13-O-desmetil y 15-O-desmetil Tacrolimus, que estan presentes en las
heces fecales y en la orina, producto de la desmetilacion e hidroxilacion en la
biotransformacion de Tacrolimus, también existe la presencia de otros siete metabolitos, pero
en menos abundancia. No existe evidencia que demuestre que se produce acumulacion del

farmaco en el organismo.

2.2.5. Contraindicaciones y precauciones®.

Hipersensibilidad a tacrolimus o a cualquier otro componente de la formulacién. La
inmunosupresion puede dar como resultado exacerbacion en la susceptibilidad a infecciones o
al posible desarrollo de linfoma. Es necesario prohibir el uso de medicamentos de ésta clase a
personas gue no sean expertas en terapia inmunosupresora o que no estén familiarizados con

el manejo de pacientes receptores.

2.2.6. Efectos secundarios®.

¥ Sistema Nervioso: Suefios anormales, agitacion, amnesia, ansiedad, confusién,
convulsion, depresion, encefalopatia, alucinaciones, poca coordinacion, neuropatia,

psicosis, somnolencia y pensamientos anormales.
¥ Sentidos Especiales: Vision anormal, ambliopia, otitis media.

¥ Gastrointestinal: Anorexia, dispepsia, disfagia, esofagitis, flatulancias, gastritis,
hemorragia gastrointestinal, perforacion gastrointestinal, hepatitis, incremento del

apetito, dafio hepatico, moniliasis oral, desorden rectal y estomatitis.

¥ cardiovascular: Hemorragia, hipotensién, desorden vascular periférico, plebitis,

taquicardia, trombosis, vasodilatacion.

¥ Metabolico/Nutricional: Acidosis, alcalosis, bilirubinemia, hipercalcemia,
hipercolesterolemia, hiperlipemia, hiperfosfatemia, hiperuricemia, hipervolemia,
hipercalcemia, hipoglacemia, hiponatremia, hipofosfatemia, incremento de

deshidrogenasa lactica, aumento de peso.

" Endocrinilégico: Sindrome de Cushing, diabetes mellitus.

14



GENERALIDADES

Urogenital: Albuminuria, cistitis, disuria, hematuria, hidronefrosis, dafio renal, mecrisis

tubular renal, incontinencia urinaria, vaginitis.

¥ Hematoldgico/Linfatico: Desorden de coagulacién, anemia hipocromica, leucocitosis,

leucopenia, policitemia.

2.2.7. Interacciones medicamentosas®.

Debido a que el tacrolimus se metaboliza via CYP3A4, los farmacos que inhiban ésta enzima
provocaran la reduccion del metabolismo del farmaco y, por lo tanto, el aumento en las
concentraciones de tacrolimus en sangre; por ejemplo, los bloqueadores de los canales de
calcio: diltiazem, nicardipina, nifedipina, verapamil; antifingicos: clotrimazol, fluconazol,
Itraconazol, ketoconazol; antibiéticos macrélidos: claritromicina, eritromicina, troleandomicina;
procinéticos gastrointestinales: cisaprida, metoclopramida; y otros farmacos como:
bromocriptina, cimetidina, ciclosporina, danazol, metilprednisolona e Inhibidores de la proteasa
anti-retroviral.

También, en forma contraria hay farmacos que pueden alterar el metabolismo de tacrolimus,
aumentando la actividad de CYP3A4, provocando una disminucién en los niveles del farmaco
en circulacién. Algunos ejemplos de estos farmacos son los anticonvulsivos: carbamazepina,
fenobarbital, fenitoina; antibiéticos: rifabutina y rifampin.

La administracion concomitante de tritromicina y tacrolimus puede aumentar los niveles de
éste Ultimo aumentando el riesgo de nefrotoxicidad. Se debe evitar el uso de este antibiético y
si fuera indispensable se deben monitorizar los niveles de Tacrolimus. Se han comunicado
fallo renal, delirio y altas concentraciones de Tacrolimus en pacientes tratados
simultdneamente con tacrolimus y nefazodona (antidepresivo). También puede presentar
interacciones con algunos antagonistas del calcio como diltiazem, nicardipina, nifedipina, y
verapamil ya que son metabolizados por la misma via que tacrolimus.

El uso concomitante de agentes nefrotdxicos debe ser considerado con precaucion para evitar
efectos aditivos. Algunos agentes que pueden causar nefrotoxicidad son los antibiéticos
aminoglucosidos, la amfotericina B, el cisplatino, foscarnet, ganciclovir, la bacitracina o la
polimixina B, y la vancomicina.

El paracetamol, la aspirina y los AINES deben ser utilizados con precauciéon dado que pueden
enmascarar la fiebre, dolor e inflamacion y otros sintomas de infeccion.

La administracibn concomitante de Tacrolimus y ciclosporina aumenta el riesgo de

nefrotoxicidad por efectos aditivos o sinérgicos.

15



GENERALIDADES

Se recomienda no utilizar ambos farmacos simultdneamente. Cuando se sustituye la
ciclosporina por el Tacrolimus, se recomienda esperar al menos 24 h después de la Ultima
dosis de ciclosporina antes de comenzar el tratamiento con tacrolimus.

También pueden verse efectos aditivos con otros farmacos antineoplasicos e
inmunosupresores como la rapamicina (sirolimus). Los pacientes pueden desarrollar una
super-inmunosupresion con un riesgo mayor de infecciones, leucemia, linfomas y sindromes
mielodisplasicos y linfoproliferativos.

La respuesta inmune de los pacientes inmunocomprometidos a las vacunas es reducida y se
necesitan dosis mayores de estas, al igual que una mayor frecuencia de las revacunaciones.
Las vacunas con virus vivos estan contraindicadas durante el tratamiento con farmacos
inmunosupresores por quedar potenciadas la replicacion de los virus y las reacciones
adversas. Por la misma razén, los pacientes tratados con tacrolimus no deben ser expuestos a
otras personas que hayan sido recientemente vacunadas con vacunas con virus vivos. Con
menor frecuencia, las vacunas con virus muertos estan asociadas a una mayor incidencia de
efectos secundarios en los pacientes inmunocomprometidos.

La administracion concomitante de diuréticos ahorradores de potasio y de tacrolimus no esta
recomendada ya que el tacrolimus puede originar hiperkalemia.

El tacrolimus se adsorbe en los geles de hidroxido de aluminio, por lo que se deben evitar los
antiacidos que contienen este producto.

El tratamiento con tacrolimus reduce el aclaramiento de la bleomicina aumentando el riesgo de
una toxicidad pulmonar inducida por ésta ultima.

Se ha observado un aumento de los niveles en sangre de tacrolimus cuando se afade al
tratamiento cisaprida o metoclopramida. Aunque los datos existentes son limitados, se ha
comprobado que la metoclopramida oral aumenta la biodisponibilidad del tacrolimus en un
30%. Se cree que este aumento de los niveles sanguineos se debe a que la metoclopramida
promueve una mejor absorcion del tacrolimus en el intestino delgado. La misma interaccion
puede ocurrir con la cisaprida u otros farmacos gastrocinéticos

Se han observado rubores faciales y otras reacciones de intolerancia al alcohol en pacientes

tratados con el ungiiento de tacrolimus.

2.2.8. Métodos analiticos para la cuantificaciéon de Tacrolimus en sangre’™*2.

En la revision bibliografica encontramos varios métodos para la extraccion de tacrolimus de

matrices biol6gicas, los cuales se muestran en la tabla 1.
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2.3. Cromatografia de Liquidos™.

La cromatografia es un método fisico de separacion en el que los componentes a separar se
distribuyen entre dos fases, una de las cuales esta en reposo (fase estacionaria) mientras que
la otra (fase movil) se mueve en una direccion definida.

La cromatografia liquida de alta resolucién es la técnica de separacion de sustancias mas
ampliamente utilizada. Las razones de la popularidad de esta técnica son su sensibilidad, su
facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su capacidad para la separacién
de especies no volatiles o termolabiles, y sobre todo, su gran aplicabilidad a sustancias que
son de primordial interés en la industria, en muchos campos de la ciencia y para la sociedad
en general, como por ejemplo farmacos, proteinas, triglicéridos, vitaminas, muestras
medioambientales, etc.

La técnica se complementa con una serie de detectores cuya aplicacién depende del tipo del
compuesto a analizar. Existen detectores de fluorescencia, detector diferencial de indice de
refraccion, y otros de caracter universal como el detector de UV-VIS y arreglo de diodos. A
éstos, se unio el detector desarrollado mas reciente que es por espectrometria de masas.

El sistema de deteccién es clave en cuanto a la sensibilidad y selectividad de analisis. Por
ésta razon la espectrometria de masas es de gran importancia, ya que se encuentra entre los
sistemas de mayor sensibilidad con un alto grado de reproducibilidad vy
selectividad/especificidad.

La separacion cromatografica no pasa a ser menos importante con éste tipo de detectores, sin
embargo, permite analisis mas rapidos.

Los sistemas acoplados CLAR-MS, no sélo informan el peso molecular sino ademas son
capaces de generar informacién estructural, que es un aspecto relevante para la identificacion
de compuestos.

Los distintos tipos de analizadores idnicos, son apoyo en distintos requerimientos por ejemplo:

18



. Cuadrupolos. Son de alta sensibilidad, con buena reproducibilidad.

GENERALIDADES

. Trampa de iones. Poseen alto grado de selectividad/especificidad, ya que es la Unica

capaz de generar informacién espectral. Son aln mas sensibles que los triple

cuadrupolos por lo que se utilizan en el analisis de trazas por su capacidad de

identificacion de analisis desconocidos. Pero su rango de cuantificacion es menor

comparado con los cuadrupolos.

- . . -z
¥ Tiempos de vuelo. Determinacion de masa exacta. No son recomendados para

analisis cuantitativos.

2.3.1. Técnicas de ionizacién®.

El espectrometro de masas puede trabajar en dos diferentes modos de ionizacion:

ESI: Se aplica un diferencial de potencial a la muestra, de ésta manera la muestra queda en

forma de pequefias gotas cargadas eléctricamente. Por evaporacion del disolvente aumenta la

densidad de carga eléctrica en la superficie de las gotas hasta llegar a un punto critico (limite

de estabilidad de Rayleigh), provocando la division de éstas, en gotas mas pequefas, hasta

quedar Unicamente las moléculas de la muestra cargadas. Estos son introducidos al capilar de

transferencia a través de una interfase de extraccion de iones y son enfocados a través de

lentes i6nicos hacia el detector. En las figuras 1y 2 se esquematiza la ESI.

Analito Disolvente

Burbujas {Spray)

AnaliteFase Capilar

Espectrometro

Maowil \
. N
Flujo ' I—

PRESION ATMOSFERICA

Lentes lonicos

Bombeo

e
masas

.
>

Fig. 1 Componentes de la interface ESI
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Cono
Cono da
Capilar (Spray) Taylor Burbuja Cargada
-+
+ +
+
S 4t Explosion +.+
4  Evaporscion + +
+  dai Disotvants i comlombiea ¥ +
++ + +
+
Limite de + N
Estabilidad de ) lones
Molécula Rayleigh Burbuja Cargada  ppg)ito
Analito
+& =V
Fusnte da Podar

Fig. 2 Mecanismo de formacién del ion por ESI

APCI: La fase procedente del cromatografo de liquidos, entra a una camara de nebulizacion

en presencia de nitrégeno, donde es convertida en pequefias gotas para posteriormente ser

desolvatadas a altas temperaturas (300 — 600 °C). De ésta manera las moléculas pasan en su

forma neutra hacia la corona de descarga,

donde son formados los iones. Estos son

introducidos al capilar de transferencia a través de una interfase de extraccién de iones y son

enfocados a través de lentes idnicos hacia el detector. En las figuras 3 y 4 se esquematiza la

APCI.
Capilar e
Anslto/Disohianta Capilar ds
B Transfaransl
AnalitolFass -_ . I B
Mol . ) 1} Ezpectrometro
»> B g i e s s k3 de
Flujo l\ Masas

Gas Nebulizador

/

Calentador

Fiujo

N
/

Cone

\

Descarga
Corona

Lentes lonicos

PRESION ATMOSFERICA Bombeo

Fig. 3 Componentes de la interface APCI
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Amplificacion de
Descarga Corona

. W d
Capilar {Introduccidn Di;;:i; nt?a v
de la Muestra) Analito (M)
/ Espectrometro
f/ ..: L M+H]* —— de
— o ]
/ .'..l.!.. Masas
—— o s
1 i "..... HJD + \ H ;_-D
\ Region de
Calentador E::e:riﬂr:g a Colision

Fig. 4 Mecanismo de formacion del ion por APCI

La utilizacion de las dos técnicas nos ofrece un mayor rango de andlisis y la posibilidad de

trabajar con un mayor nimero de moléculas. Ver tabla 2.

Tabla 2. Diferencias entre las técnicas ESl y APCI

Diferencias entre las técnicas ESI y APCI

ESI

APCI

Generacion de iones

Fase liquida de ionizacion

Fase gaseosa de ionizacion

Analitos Compatibles

Compuestos polares,
termolabiles y biomoléculas de
alto peso molecular.

Compuestos poco polares, con
bajo peso molecular y
levemente volatil

Flujos Compatibles

0.001al1mL/min

0.2a2mL/ min

La técnica con la cual trabajamos es la ESI,

caracteristicas que corresponden a ésta interface.

por lo cual nos enfocamos a sefalar las
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En la blusqueda de una buena respuesta del analito se hace un ajuste de parametros (Tuning):
Es un espectro de todas las relaciones masa/carga que se detectan en un rango de 2 a 4000
m/z al hacer pasar soluciones de 1 pug/mL del analito en solucién hacia el detector. Lo que se
pretende es identificar la relacién m/z correspondiente a las sustancias de referencia con un

nivel de respuesta suficiente para cubrir la sensibilidad necesaria.

Efecto de la fase movil sobre la respuesta del analito.

¥ En general, la respuesta del analito disminuye cuando, la concentracion de otros iones

aumenta.

¥ La competencia entre el analito y otros iones, provoca supresion iénica por ocupacion

iGnica en la superficie de las gotas.

¥ En modo ESI positivo (+), el analito debe ser mucho mas basico que la fase mévil o lo

suficientemente polar para formar aductos estables.

¥ En modo ESI negativo (-), el analito debe ser mucho mas acido que la fase mévil o lo

suficientemente polar para formar aductos estables.

La fase movil debe estar constituida por soluciones amortiguadores volatiles, y las

concentraciones de éstas no deben excederse de 20 mM.

Efecto del flujo de la fase mévil sobre la respuesta del analito.
¥ Las respuestas del analito disminuyen, al incrementar la velocidad de flujo.

¥ El rango 6ptimo de trabajo es con flujo de 100-1000 pL/min.

2.4. Validaciéon de Métodos Analiticos®.

La Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, menciona las pruebas y criterios generales
para la validacion de un método analitico cuya aplicacion sera un estudio de biodisponibilidad

y bioequivalencia.
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Validacion, Evidencia experimental documentada de que un procedimiento cumple con el

proposito para el que fue disefiado;

Para llevar a cabo la validacion, una vez establecidas las condiciones analiticas, es necesario

incluir como minimo los pardmetros que se describen a continuacion:

Exactitud; Concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia.

Linealidad. Capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para obtener
resultados que sean directamente proporcionales a la concentracién del compuesto en la

muestra.

Limite de deteccién. Minima concentracion de un compuesto en una muestra el cual puede
ser detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo las condiciones de operacion

establecidas.

Limite de cuantificacion. Concentracion mas baja del compuesto que puede cuantificarse

cumpliendo con la precision y exactitud establecidas en el método.

Precision; Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea del

producto, se evalla como repetibilidad y reproducibilidad.

Repetibilidad; Precisién de un método analitico que expresa la variacion dentro de un mismo
laboratorio obtenida entre determinaciones independientes realizadas en las mismas

condiciones.

Reproducibilidad intralaboratorio; Precision de un método analitico que expresa la variacion
obtenida entre determinaciones independientes realizadas en el mismo laboratorio, pero en

diferentes condiciones de andlisis, tales como dias, equipo, columnas o analistas.
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Rango; Intervalo de un método analitico definido, se puede caracterizar por uno 0 mas
intervalos constituidos al menos por cinco concentraciones distintas cada uno sin incluir las
muestras blanco, siempre y cuando contengan puntos intermedios en comdn e incluyan el

limite de cuantificacién y concentracion maxima del rango.

Recuperacidon absoluta; Eficiencia de un método analitico para cuantificar el o los

compuestos por analizar en la muestra biolégica.

Selectividad; Capacidad de un método analitico para cuantificar exacta y especificamente el
compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos que pudieran estar presentes en la

muestra.

Tolerancia; Capacidad de un método analitico para obtener resultados precisos y exactos
ante variaciones pequefias pero deliberadas, en sus parametros y condiciones de trabajo y

gue proporciona una indicacién de su confiabilidad durante el uso normal.

Estabilidad de la muestra, a la propiedad del compuesto por analizar, de conservar sus

caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta su analisis.

Ademas homogeniza los conceptos relacionados, tales como:

Sustancia de referencia; Sustancia de uniformidad reconocida destinada a utilizarse en
comprobaciones analiticas, fisicas, quimicas o microbiolégicas en el transcurso de las cuales

sus propiedades se comparan con las sustancias en evaluacion.

Curva de calibracién; al conjunto de concentraciones que describen el rango en el cual

se cuantifica el compuesto por analizar.

Muestras control; Muestras de concentracion conocida que se cuantifican durante la corrida
analitica para corroborar la validez del método, estas no forman parte de la curva de

calibracién, sin embargo, estan dentro del rango de trabajo.
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Matriz biol6gica: Al material de origen biolégico en el cual se encuentra la sustancia de

interés.

Calibracién; Al conjunto de operaciones que determinan, bajo condiciones especificas, la
relacion entre los valores indicados por un instrumento o sistema de medicion, o los valores
representados por una medicion material y los valores conocidos correspondientes a un patron

de referencia.

Corrida analitica; al conjunto de muestras analizadas en forma continua, bajo las mismas

condiciones experimentales.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

La parte experimental se divide en dos fases:

Fase 1: Optimizacién y validacion del método analitico por CLAR-MS para cuantificar el

farmaco en sangre total.

Fase 2: Aplicacion del método en muestras de voluntarios sanos de nacionalidad mexicana.
3.1. Material, equipos e instrumentos
3.1.1. Material

¥ Membranas de filtracién de Nylon de 0.45 micras y 47 mm de diametro.
¥ Puntas de volumen variable para pipeta repetidora Repeater Plus.
¥ Frascos de polipropileno con tapa de rosca de: 30, 60 y 500 mL.
¥ Matraces volumétricos calibrados: 10, 50, 100 y 1000 mL.

¥ Frascos de vidrio con tapa rosca de: 1000 y 2000 mL.

¥ Vasos de precipitados de vidrio: 100, 250 y 1000 mL.

¥ Puntas para repetidora 200 y 1000 L.

¥ Viales para automuestreador 2695.

¥ Pipetas volumétricas: 1 mL.

¥ Gradillas para microtubos.

¥ Probeta graduada de 1 L.

" Tubos Axigen de 2 mL.

¥ Guantes de nitrilo.

¥ Propipetas.
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3.1.2. Equipos einstrumentos.

¥ Sistema de deteccién LC/MSD Marca Agilent Technologies, que consta de médulo
desgasificador, Bomba binaria, Automuestreador, Termostato del automuestreador,

Termostato de la columna y Generador de nitrégeno todos Marca Agilent.
¥ Balanza analitica marca Kern modelo 770-12.
¥ Potenciémetro marca Hanna instruments modelo pH 213.
¥ Agitador vértex marca Barnstead-Thermolyne, modelo M16715.
¥ Ultracongelador marca REVCO modelo ULT2186-S-A35.
¥ Sistema de purificacion de agua marca Barnstead.
¥ Pipeta repetidora electrénica marca Eppendorf, modelo Multipipette plus.
¥ Micropipeta volumen variable 100-1000 marca Eppendorf modelo Referente.
¥ Sistema de procesamiento de datos marca HP Compaq.
¥ Refrigerador marca Nieto modelo REB300.
¥ Centrifuga refrigerada marca Hettich Rotina 35 R.
" Sonicador Branson marca Bransonic modelo 3510R-MT.

““ Bomba de vacio Felisa marca Siemems modelo FE-1500L.

3.2. Reactivos y sustancias de referencia.

3.2.1. Reactivos

¥ Acetonitrilo grado cromatografico, J.T, Baker.

¥ Metanol grado cromatografico J.T. Baker.

*“ Acido férmico RA, Merck.

¥ Agua grado HPLC obtenida del sistema de purificacién de agua marca Barnstead.

Sangre total humano proveniente de sujetos sanos con heparina como anticoagulante.
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3.2.2. Sustancias de referencia.

¥ Tacrolimus. Estandar secundario, Moléculas Finas, potencia 96.54% BH,
lote B-0511621/00006

¥ Sirolimus. Estandar de trabajo, Sigma, potencia 99.45% BH, lote LMPO6F36.
3.3. Desarrollo del método analitico.

Las premisa en el desarrollo de cualquier método analitico, consta en identificar el tipo y
condiciones del detector, condiciones cromatograficas y un método de extraccion para las
muestras en sangre total.

3.3.1. Condiciones del detector y eleccién del estandar interno.

La busqueda de las condiciones optimas del detector estan relacionadas con la estabilidad, el
nivel de respuesta y la selectividad/especificidad que se tengan para los analitos a cuantificar.
Se hacen barridos con las diferentes variables del detector para elegir las condiciones que
faciliten el analisis de las moléculas de interés.

Con el fin de disminuir la variabilidad en la respuesta de las muestras por pérdidas en el
método de extraccién o en el momento de la deteccion, se incluyé el segundo analito para

utilizarse como Estandar Interno.

Se evaluaron dos farmacos como Estandar Interno (El); sirolimus y ciclosporina, debido a su

similitud de caracteristicas fisicoquimicas con el farmaco de interés.

3.3.2. Condiciones cromatograficas.

Posteriormente a las condiciones de deteccidn, se trabajd con las condiciones

cromatograficas; para obtener una adecuada separacién e identificacion de los analitos.

Fase movil

Los componentes, proporcion y pH de la fase mévil estan directamente relacionados con las
propiedades fisicoquimicas de la molécula (ej. pKa, polaridad, solubilidad).

Las fases estudiadas fueron mezclas a diferentes proporciones de ACN:AcONH4 pH 3.0,
ACN:AcONH4 2 mM con Ac. Férmico 0.1 %, AcONH4 2 mM y ACN:Ac. Férmico 0.1% pH 2.6.
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Fase estacionaria

Se probaron las siguientes columnas: Zorbax C18 4.6 x 50 mm y Zorbax C18 2.1 x 50 mm, en

los dos casos el tamafio de particula fue de 1.8 um.

Volumen de inyeccién y velocidad de flujo

Se considerd que el volumen de inyeccion debia ser menor a 100 uL, debido al volumen final
de la muestra.

Se evaluaron volimenes de inyeccion desde 5 a 20 uL y velocidades de flujo de 0.5 a 1
mL/min.

Por lo tanto, los parametros considerados en la eleccion de las mejores condiciones

cromatograficas fueron:

¥ Sensibilidad

" Resolucién entre picos

¥ Ancho del pico

¥ Seguimiento de la presién

" Simetria de los picos

¥ Eficiencia de la columna en la separacion de los compuestos.

¥ Tiempo de retencién de los compuestos (tiempo de corrida breve).

3.3.3. Método de extraccion.

El método de extraccion seleccionado fue aquel en el que se obtuvo la muestra libre de
impurezas para la cuantificacién (o menores al 5% de la respuesta del farmaco de interés) de

Tacrolimus y del estandar interno, ademas de un recobro preferentemente mayor al 40%.

Métodos evaluados

Extraccion 1. A 500 yL de sangre total conteniendo Tacrolimus, se le adicioné 250 pL
de sulfato de zinc 0.2 M y 50 yL de EI (Sirolimus 500 ng/mL). Agitamos en vortex y
adicionamos 1 mL de MeOH. Repetimos la agitacion, centrifugamos a 14500 rpm durante 5

minutos e inyectamos el sobrenadante.
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Extraccion 2. A 500 uL de sangre total conteniendo Tacrolimus, se le adicioné 250 pL
de sulfato de zinc 0.2 M, 50 pL de EI (Sirolimus 500 ng/mL) y 1 mL de MeOH. Agitamos en
vortex y centrifugamos a 14500 rpm durante 5 minutos. Inyectamos el sobrenadante.

Extraccion 3. A 200 yL de sangre total conteniendo Tacrolimus, se le adicion6 100 pL
de sulfato de zinc 0.2 M y 20 pL de EI (Sirolimus 500 ng/mL). Agitamos en vortex y
centrifugamos a 14500 rpm durante 5 minutos e inyectamos el sobrenadante.

Extraccion 4. A 500 uL de sangre total conteniendo Tacrolimus, se le adicioné 1 mL de
solucion de Sirolimus 100ng/mL en una mezcla de acetonitrilo: metanol 3:1, se agitdé en vortex
30 segundos y se centrifugé a 14500 rpm durante 5 min. Se decant6 el sobrenadante y se
inyecto 20 L al sistema cromatografico.

Extraccion 5. A 500 uL de sangre total conteniendo Tacrolimus, se le adicioné 250 uL
de agua y se agito en vortex. Posteriormente se adicion6 250 uL de sulfato de zinc 0.2 M, 500
ML de ACN y 10 uL de EI (Sirolimus 10 ug/mL), se agité en vortex durante 2 minutos y se
centrifugé a 14500 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se adiciond en cartuchos Bond
Elut, previamente activados con 2 mL de MeOH, 2 mL de ACN y 1 mL de acetato de amonio
10 mM. El lavado fue con 2 mL de agua grado cromatografico y para la elusién se probaron
distintos disolventes como: ACN, MeOH y mezcla ACN:MeOH 3:1, para todos ellos se utilizé 1
mL. Se evapord a sequedad con corriente de aire a 40°C. La muestra se reconstituyé en 100

ML de ACN e inyectamos 20 L al sistema.
3.4. Validacién del método.

La validacion del método analitico, se llevdé a cabo bajo lo establecido en la Norma Oficial
Mexicana NOM-177-SSA1-1998, en lo referente a validacion de métodos analiticos y a los

criterios y requisitos para el andlisis quimico de muestras bioldgicas de una prueba de

bioequivalencia'.

3.4.1. Preparacion de soluciones.

¥ Solucién de acido férmico al 0.1% pH 2.6.
Tomar 1 mL de acido féormico y transferirlos a un matraz volumétrico de 1L, disolver con agua
CLAR vy llevar a volumen con el mismo disolvente. Ajustar el pH a 2.6 con acido férmico
concentrado.
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¥ Mezcla acetonitrilo: metanol ( 3:1 v/v).
Mezclar 750 mL de acetonitriio CLAR + 250 mL de metanol CLAR en una probeta graduada

de 1 litro.

 Acetonitrilo CLAR.
Filtrar 1L de Acetonitriio CLAR con membrana de 0.45 u y desgasificar con vacio durante 20

min.

¥ Solucién de referencia de Tacrolimus (100 pg/mL).
Pesar con exactitud el equivalente a 10 mg de Tacrolimus, transferirlos cuantitativamente a un

matraz volumétrico de 100 mL, disolver y llevar a volumen con acetonitrilo CLAR.

““ Dilucién de la solucién de referencia de Tacrolimus (10 ug/mL).
Transferir cuantitativamente 2.5 mL de la solucion de 100 yg/mL de Tacrolimus a un matraz

volumétrico de 25 mL y llevar a volumen con acetonitrilo CLAR.

¥ Solucién de referencia de Sirolimus (200 pg/mL).
Pesar con exactitud el equivalente a 10 mg de Sirolimus, transferirlos cuantitativamente a un

matraz volumétrico de 50 mL, disolver y llevar al aforo con acetonitrilo CLAR.

““ Dilucién de la solucién de referencia de Sirolimus (10 pug/mL).
Tomar 2.5 mL de la solucidon de referencia de 200 ug/mL de Sirolimus, transferirlos

cuantitativamente a un matraz volumétrico de 50 mL y llevar a volumen con acetonitrilo CLAR.

¥ Preparacién de Sirolimus solucién para precipitar(100 ng/mL)
Tomar 1 mL de la solucién de referencia de Sirolimus de concentracion de 10 yg/mL y
transferir a un matraz volumétrico de 100 mL, llevar a volumen con la mezcla acetonitrilo:

metanol (3:1 v/v).
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¥ Preparacion de la solucion Tacrolimus y Sirolimus (17 ng/mL y 67 ng/mL) para evaluar

la adecuabilidad del sistema
Transferir cuantitativamente con pipeta electronica 0.085 mL de la soluciéon de 10 yg/mL de

Tacrolimus y 0.335 mL de solucién de 10 uyg/mL de Sirolimus a un matraz volumétrico de 50
mL y llevar a volumen con la mezcla acetonitrilo: metanol (3:1 v/v). Dividir la soluciéon en 30
alicuotas de 1.5 mL y almacenarlas en microtubos de polipropileno para centrifuga a —70°C.

Descongelar una de las alicuotas cada dia de trabajo a temperatura ambiente.

3.4.2. Soluciones de trabajo de Tacrolimus para la preparacién de la curva de
calibracion.

Preparar cada uno de las puntos tal y como se muestra en la Tabla 3, utilizando pipeta
repetidora Eppendorf para tomar las alicuotas correspondientes con puntas de 0.5 mL para

volumenes de 10 a 40 pyL y de 10 mL para volumenes de 100 a 2000 pL.

Depositar las alicuotas anteriores en matraces volumétricos de 10 mL y llevar a volumen con

acetonitrilo grado cromatogréafico.

Tabla 1. Soluciones de trabajo para la preparacion de la curva de calibracion.

pL de Concentracion de

Tacrolimus Tacrolimus
(10 pg/mL) (ng/mL)

10 10

20 20

30 30

40 40

100 100

200 200

400 400

800 800

1000 1000

1200 1200

1600 1600

2000 2000
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3.4.3. Preparacion de los puntos control de calidad en Acetonitrilo (sistema).

Preparar cada uno de las puntos tal y como se muestra en la Tabla 4, utilizando pipeta

repetidora Eppendorf para tomar las alicuotas correspondientes con puntas de 2.5 mL.

Depositar las alicuotas anteriores en tubos eppendorf de 2 mL y afadir 1 mL de solucion de

Sirolimus 100 ng/mL en ACN para precipitar.

Tabla 2. Preparacion de puntos control de calidad en acetonitrilo.

pL de uL de uL de L de Aqua uL de Concentracion | Concentracion
Tacrolimus | Tacrolimus | Tacrolimus H radg Sirolimus real de nominal de
(100 (1000 (1600 cromgato rafico (100 Tacrolimus Tacrolimus
ng/mL) png/mL) png/mL) 9 ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
25 - - 475 1000 1.66 5
- 25 - 475 1000 16.66 50
- - 25 475 1000 26.66 80

3.4.4. Preparacion de curvas de calibracién y muestras de control de calidad en
sangre total.

a) Depositar en tubos Eppendorf de 2 mL, 475 pyL de una mezcla de sangre total proveniente
de 6 voluntarios.
b) Adicionar las alicuotas de Tacrolimus correspondientes para obtener cada concentracion,
tal y como se muestra en la tabla 5, utilizando la misma pipeta repetidora Eppendorf con
puntas de 0.5mL. Continuar como se indica en la seccién 4.2.2 “Método de extraccidon” pag.
47.
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Tabla 3. Preparacion de Curva de calibracién y puntos control.

L Alicuota de L
Conc. solucién . Concentracion
. la solucion uL de sangre -
de trabajo . de Tacrolimus
de trabajo total
(ng/mL) (ng/mL)
(L)
10 25 475 ***0.5
20 25 475 **1.0
30 25 475 1.5
40 25 475 2
60 25 475 3
100 25 475 5*
200 25 475 10
400 25 475 20
800 25 475 40
1000 25 475 50*
1200 25 475 60
1600 25 475 80*
2000 25 475 100

*Puntos control de calidad bajo, medio y alto.
**Limite de cuantificacion; ***Limite de deteccion

3.4.5. Adecuabilidad del sistema

Con el fin de evaluar la adecuabilidad del sistema cromatografico y de llevar un monitoreo de
la columna cromatografica, se preparé una solucion de 17 ng/mL de Tacrolimus y 67 ng/mL de
Sirolimus en acetonitrilo, de acuerdo a lo establecido anteriormente, dicha solucion se dividid
en alicuotas de 1 mL y se almacend en congelacién a —70°C. Previo a cada corrida analitica,
se descongel6 una de las alicuotas y se realizaron minimo 6 inyecciones consecutivas de 20
ML.

El sistema se consider6 adecuado al cumplir con cada uno de los parametros sefialados a

continuacion:

¥ Repetibilidad (area de pico y/o relacion de areas) con un C.V. <5 %

¥ Repetibilidad (tiempo de retencion) con un C.V. < 2.0 %
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3.4.6. Linealidad

Se prepararon cinco curvas de calibracion a partir de pesadas independientes, con el método
de extraccion optimizado (seccién 4.2.2 “Método de extraccion” pag. 47), contemplandose las
concentraciones de 1, 1.5, 2, 3, 10, 20, 40, 60 y 100 ng/mL.

La relacion entre la respuesta cromatografica con respecto a la concentracion en cada curva
de calibracion, fue ajustado a través de una regresion lineal por minimos cuadrados a la

[T ]

ecuacion y = mx + b, donde la variable “y” es la relacion de areas TAC/E.l. obtenida para la
concentracion nominal de Tacrolimus “x”. La linealidad del método fue definida a partir del
coeficiente de correlacion (r), cuyo valor de cumplimiento para cada curva de calibracion fue
de 0.99 o mayor, considerandose para esta evaluacion las primeras 5 curvas de la validacion
del método analitico y la desviacion porcentual de la concentracién recuperada (interpolada)
con respecto a la nominal (adicionada) era menor o igual al 15% en todos los puntos que
constituyen la curva de calibracion, a excepcion del limite de cuantificacion cuya desviacién no

debia ser mayor al 20%.

3.4.7. Selectividad del Sistema

Antes de cada corrida se evalud la selectividad del sistema, inyectando un blanco de reactivos
y uno de sangre procesados de acuerdo al método establecido (seccion 4.2.2 “Método de
extracciéon” pag. 47), los cuales se analizaron a las condiciones cromatograficas establecidas.

En ninguno de los casos se debieron presentar interferencias con el pico de interés.

3.4.8. Precision del método

Repetibilidad

A partir de una solucion de referencia se prepararon y cuantificaron por quintuplicado,
muestras sanguineas con Tacrolimus de 5, 50 y 80 ng/mL, éstas se procesaron con el método
ya establecido (seccién 4.2.2 “Método de extraccidon” pag. 47); las muestras no pertenecen a
la curva, pero se encuentran dentro del intervalo de concentraciones establecido. Con los
resultados obtenidos se determiné el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion
de la concentracion recuperada para las 5 determinaciones de cada nivel. El coeficiente de

variacion no debia ser mayor al 15%.
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Reproducibilidad del método

Para evaluar la reproducibilidad entre dias se prepard una curva en sangre con controles de
calidad (5, 50 y 80 ng/mL) por quintuplicado, durante tres dias, empleando cada dia una
solucion de referencia preparada recientemente.

Se calcul6 el promedio, desviacidon estandar y coeficiente de variacion de los puntos de control
de calidad (concentraciéon recuperada), para cada dia. El coeficiente de variacion global no

debié ser mayor al 15% en cada nivel de concentracion.

3.4.9. Exactitud del método

En la determinacion de la exactitud del método, se tomd en cuenta el valor promedio en cada
nivel de concentracion de los puntos control durante las pruebas realizadas para evaluar
repetibilidad y reproducibilidad, para la cual debieron estar dentro del 15% de su valor nominal

correspondiente, utilizando la siguiente ecuacion:

Concentracion nomingl - Concentrac idn recuperada
Concentrac ion nominal

Desy Aks

3.4.10. Recobro

Para la evaluacion del recobro del método se prepararon y procesaron por quintuplicado los
puntos de control de calidad de Tacrolimus en sangre (5, 50 y 80 ng/mL) y se compararon sus
respuestas cromatograficas (area de pico) promedio, contra las respuestas promedio
obtenidas de los analitos en solucidon a las mismas concentraciones, que no fueron sometidas
al procedimiento de extraccioén.

El recobro no necesariamente debid ser del 100%, pero tuvo que ser constante en los niveles
de concentraciéon evaluados y ser suficiente para poder cuantificar el nivel mas bajo de
concentracion contemplado en la curva de calibracién, por lo que debe ser preferentemente
mayor al 40%. En el caso del Tacrolimus, los valores promedio individuales no deben
desviarse del promedio total en mas del 15%, mientras que en el caso del estandar interno, se
determino el recobro promedio con las quince determinaciones obtenidas en sangre y solucién

respectivamente (considerando la respuesta de ésta ultima como el 100 %).
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3.4.11. Limite de cuantificacion y Limite de deteccidn

Se prepararon por quintuplicado, muestras de Tacrolimus en sangre a las concentraciones de
0.5 y 1.0 ng/mL, las cuales fueron procesadas e inyectadas en el sistema cromatografico
correspondiente. El Limite de Cuantificacion (LC) es la concentracién mas baja del rango de
trabajo cuyo valor promedio no se desvia mas del +20% del valor nominal (concentracién
adicionada), con un CV < 20%; mientras que el Limite de Deteccion (LD) es la concentracion a
la cual la sefal del compuesto por analizar en la matriz biolégica se distingue del nivel de ruido
(aproximadamente tres veces mayor) y el CV de la concentracion recuperada (precision) y/o la

desviacion absoluta por ciento (exactitud) son mayores al 20%.

3.4.12. Selectividad del método.

La selectividad del método fue determinada con sangre total proveniente de seis voluntarios
sanos con certificado de sangre segura, sometiéndolos por duplicado al método de extraccién
(seccion 4.2.2 “Método de extraccion” pag. 47). Se consideréd que el método analitico era
selectivo si en las seis muestras sanguineas no se presentaba interferencia alguna en el
tiempo de retencidon de los farmacos de interés. Se evalud la selectividad del método
analizando muestras de farmacos de uso comun a las concentraciones en matriz bioldgica
reportadas (por ejemplo: paracetamol, acido acetilsalicilico, naproxeno y cafeina); asi como a

otros agentes en contacto con la sangre como lo son los anticoagulantes (heparina y EDTA).

3.4.13. Estabilidad

Se evalu6 para determinar las condiciones de temperatura y tiempo, en las que el farmaco
(tacrolimus) permanecié estable en sangre total, durante su manejo, almacenamiento y

procesamiento, al evaluar la respuesta (concentracion) del compuesto en la sangre total.

a) Ciclos de congelacién-descongelacion, temperatura ambiente, refrigeracion y

estabilidad a largo plazo (congelacién a -70°C).

Se evalud el efecto de los cambios de temperatura sobre la estabilidad del farmaco,
registrando los cambios en la concentracion en sangre total de tacrolimus después de su
exposicion a tres ciclos de congelacion/descongelacion (dejando las muestras un periodo de
24 h a -70 °C entre cada ciclo).

37



PARTE EXPERIMENTAL

Asi como su estabilidad en matriz bioldgica bajo condiciones de congelacion a -70°C
(estabilidad a largo plazo), temperatura ambiente y refrigeracion, la cual se documento de
manera que por lo menos se cubriera el tiempo de exposicion de las muestras a las diferentes
condiciones de almacenamiento.

Para ello, se prepararon tres series de muestras de control de calidad conteniendo tacrolimus
a las siguientes concentraciones: 5, 50 y 80 ng/mL, procesandolas de acuerdo al método de
extraccion establecido (seccion 4.2.2 “Método de extraccion” pag. 47), almacenandolas y

analizandolas de acuerdo a la tabla 6.
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Cantidad de
Concentracion Condiciones de
Muestra : Dia de andlisis muestras
(ng/mL) almacenamiento
preparadas
1
5 2 3
3
1 .
0 2 Tiempo cero o inicial Inmediatamente dg§pues 3
3 de su preparacion
1
80 2 3
3
1
5 2 9
3
1
50 2 Tres ciclos congelacion- 9
3 descongelaciéon a -70°C 24, 48y 72 horas
1
80 2 9
3
1
5 2 15
3
1
50 2 Largo plazo (congelacion a 30, 60, 90, 120y 180 15
3 -70°C) dias
1
80 2 15
3
1
5 2 12
3
1
50 2 Temperatyra am’blente y 24y 48 horas 12
3 refrigeracion
1
80 2 12
3
Total muestras 5 ng/mL 33
Total muestras 50 ng/mL 33
Total muestras 80 ng/mL 33

Los valores de concentracion interpolada promedio obtenidos de las determinaciones en cada

nivel de concentracién, deben cumplir con el limite de +15% del valor original (tiempo cero)

para considerar que son estables bajo esas condiciones durante determinado tiempo.
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b) Estabilidad de la muestra procesada en el automuestreador.

Para determinar la estabilidad de la muestra procesada, se prepararon por triplicado las
muestras de control de calidad de tacrolimus en sangre (nivel bajo medio y alto), las cuales se
sometieron al procedimiento de extraccion establecido (seccion 4.2.2 “Método de extraccion”
pag. 47) y se inyectaron al sistema cromatografico (tiempo cero). Las muestras se
almacenaron en el automuestreador y se inyectaron de nuevo a las 24, 48 y 96 horas después

de su preparacion.

Para que el compuesto de interés se considere estable a la condicion evaluada, los resultados
de concentracion interpolada promedio obtenidos para cada nivel de concentracion deben

estar dentro del £15% del valor promedio obtenido al tiempo cero.

3.4.14. Tolerancia

La tolerancia evalla la capacidad del método analitico para obtener resultados confiables ante
variaciones pequefias pero deliberadas, en sus parametros y condiciones de trabajo y que

proporcionan una indicacion de su confiabilidad durante el uso normal.

a) Prueba de integridad de la dilucidon (concentraciéon dentro de la curva de calibracién).

Se prepararon por triplicado una muestra del analito en sangre, a una concentracién dentro del
rango de cuantificacion (80 ng/mL). Se aplico el proceso de extraccién empleando la mitad de
muestra establecida en la metodologia (completando el volumen con mezcla de sangre) y se
determind la concentracion del analito. La concentracién interpolada y multiplicada por un
factor de dilucion de 2 no debe desviarse mas del 15% con respecto a muestras procesadas

por el método original con un C.V. menor o igual al 15%.

3.5. Etapa clinica

Se llevd a cabo de acuerdo a los lineamientos sefialados en la Ley General de Salud y en el

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.
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3.5.1. Criterios de inclusién.

a) La participacion de los sujetos en el estudio de tacrolimus fue de manera voluntaria.
b) Se incluyeron solamente voluntarios sanos, de entre 18 y 40 afios de edad.
c¢) El indice de masa corporal de los voluntarios sanos estuvo entre 20 y 27.

d) Los voluntarios contaban con un buen estado de salud determinado por los resultados de
una historia clinica completa realizada por médicos capacitados y los estudios de laboratorio
realizados en Laboratorios Clinicos certificados.

e) Los limites de variacion permitidos dentro de la normalidad en la visita de seleccién fueron:
tension arterial (sentado) de 90 a 130 mm Hg la sistolica y de 60 a 90 mm Hg la diastdlica,
frecuencia cardiaca entre 55 y 100 latidos por minuto y frecuencia respiratoria entre 14 y 20
respiraciones por minuto.

f) Los examenes de laboratorio y gabinete efectuados para la inclusion de los sujetos al

estudio son:

" Hematologia: hemoglobina, hematocrito, cuenta total de glébulos blancos con

diferencial y cuenta de plaquetas.
¥ Quimica sanguinea de 24 elementos.
¥ Marcadores para hepatitis B y C.
“ Deteccién de VIH.
¥ Examen general de orina.
“ Prueba de abuso de drogas al inicio del estudio.

¥ Electrocardiograma.

Los limites de variacion permitidos dentro de la normalidad para los valores de laboratorio

fueron de +/- 10% del intervalo de lo normal.
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3.5.2. Criterios de exclusion de voluntarios

a) Sujetos a los que se les encontrara alguna alteracion en sus constantes vitales registradas
en la seleccion de voluntarios.

b) Voluntarios que no cumplieron con los criterios de inclusién propuestos.

c) Voluntarios con antecedentes de padecimientos cardiovasculares, renales, hepaticos,
musculares, metabdlicos, gastrointestinales incluyendo estrefiimiento, neuroldgicos,
endocrinos, hematopoyéticos o cualquier tipo de anemia, asma, enfermedad mental u otras
anormalidades organicas. Asi como aquellos que tuvieron un traumatismo muscular dentro de
los 21 dias previos al estudio.

d) Voluntarios que requirieron de cualquier medicamento durante el curso del estudio, aparte
del medicamento que se encontraba en estudio.

e) Voluntarios con antecedentes de dispepsia, de gastritis, esofagitis, ulcera duodenal o
gastrica.

f) Voluntarios que estuvieron expuestos a farmacos conocidos como inductores o inhibidores
enzimaticos hepaticos o que tomaron medicamentos potencialmente téxicos 30 dias previos al
estudio.

g) Voluntarios que recibieron cualquier medicamento, durante 14 dias o 5 vidas medias
(cualquiera que sea mas largo) previos al inicio del estudio.

h) Voluntarios que fueron hospitalizados por cualquier problema durante los cuatro meses
previos al inicio del estudio.

i) Sujetos que hayan recibido farmacos en investigacion 2 meses antes del presente estudio.

j) Sujetos alérgicos a cualquier antibidtico y/o a los analgésicos antiinflamatorios no
esteroideos.

k) Sujetos que ingirieron alcohol o bebidas con xantinas (café, té, cocoa, chocolate, mate,
refrescos de cola) o alimentos asados al carbén o jugo de toronja dentro de las 72 horas
previas al inicio del periodo de hospitalizacion, o sujetos que fumaron tabaco dentro de las 72
horas previas al inicio del estudio.

k) Sujetos que donaron o perdieron 450 mL o mas de sangre dentro de los 2 meses previos al
inicio del estudio.

I) Sujetos con antecedentes de abuso de drogas y alcoholismo.
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3.5.3. Retiro de voluntarios del estudio.

Los sujetos son retirados del estudio por no cumplir con el protocolo o en opinion del
investigador por razones médicas (eventos adversos), estos sujetos no podrian ser
reemplazados. Cualquier sujeto pudo en cualquier momento, dejar de participar en el estudio
si asi lo deseaba.

En caso del retiro de algun voluntario, todos los datos y muestras para biodisponibilidad,
deben ser enviados a la valoracién analitica con aviso a la Unidad Analitica y al patrocinador y

monitores, quedando asentada la fecha y razén del porqué se retiran del estudio.

3.5.4. Evolucién del estudio.

Los voluntarios del estudio fueron informados con relacion al protocolo de estudio, se
aclararon sus dudas y emitieron su consentimiento en forma escrita. El estado de salud de los
voluntarios se determinaron mediante las pruebas sefialadas en el seccion 3.5.1.

Los voluntarios sanos fueron admitidos en la unidad clinica de IFaB, siendo hospitalizados
entre las 19:00 y 20:00 horas del dia correspondiente. Su estancia en las instalaciones de
IFaB fue durante 36 horas desde su llegada y 22 horas a partir de la administracion del
medicamento. Recibieron en IFaB desayuno, comida y cena estandarizados. Una vez
ingresados los voluntarios y asignado su lugar dentro del estudio, se verific6 su adecuado
estado de hidratacion, signos vitales y se realizé prueba de abuso de drogas a todos lo
voluntarios. Recibieron cena y permanecieron en ayuno a partir de las 22:00 horas, los
voluntarios pudieron consumir agua ad libitum hasta dos horas antes de la administracion del
medicamento. Al otro dia por la mafiana, los voluntarios fueron canalizados mediante un
catéter en alguna de las venas del brazo y se tomd la muestra correspondiente al tiempo 0,
este catéter fue retirado al egreso del voluntario o pudo haber sido antes en caso necesario.
Las tomas correspondientes a 48, 72 y 96 horas se tomaron de forma directa.

A cada voluntario se le administr6 una capsula de gelatina dura conteniendo 5 mg de
Tacrolimus monohidrato, después de por lo menos 10 horas de ayuno y 3 horas antes del
desayuno con 250 mL de agua. El medicamento se administr6 a todos los voluntarios en
grupos de seis y dejando un tiempo de 3 minutos entre cada grupo.

Se tomaron muestras de sangre de 7 mL, con el sistema vacutainer en tubos estériles con
EDTA como preservador. Estas se obtuvieron con una frecuencia temporal a los 10, 20, 30,
45, 60, 75, 90 y 105 minutos y 2, 2.5, 3, 4, 8, 12, 22, 48, 72 y 96 horas después de la

administracion.
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La tolerancia para la toma de muestras fue de + 1 minuto hasta las 22 horas y de + 2h de las
48 horas en adelante ya que el voluntario no estaba ya internado en IFaB. La sangre obtenida
fue congelada inmediatamente a -70 °C hasta su analisis en la unidad analitica. Se efectué
registro de signos vitales durante cada una de las tomas de las muestras.

La secuencia de dosificaciones y muestras de sangre entre los sujetos, se mantuvo de manera
que los tiempos para estas actividades fuesen los mismos. La hora exacta en la que se tomé
la muestra se registré con las iniciales de la persona que la tome en la Forma de Reporte de
Caso correspondiente. Los voluntarios desayunaron tres horas después de la administracion
del medicamento.

No se tomd ningun otro medicamento durante el tiempo que duré el estudio a menos que sea
necesario ante la presencia de reacciones adversas y autorizado por el Investigador Principal,
lo cual debié quedar debidamente documentado en las Formas de Reporte de Caso y de
Eventos Adversos correspondientes.

Los sujetos debieron reportar al personal médico responsable de la conduccion del estudio
cualquier sintoma que presentaron, asimismo el personal médico realizé un interrogatorio
dirigido en cada uno de los momentos de las tomas sobre cualquier sintoma que presente el
voluntario después de la administracién del medicamento y si fue el caso debié quedar
asentado en la Forma de Reporte de Caso correspondiente.

Antes de iniciar el estudio, debid efectuarse valoracion clinica consistente en interrogatorio por
aparatos y sistemas, con el fin de verificar que el voluntario es y sigue siendo apto para el

estudio.

3.5.5. Eventos adversos.

Todos los signos y sintomas de eventos adversos que ocurrieron durante el estudio quedaron
registrados en detalle en las formas de registro de eventos adversos correspondientes del sitio
de Investigacion Clinica. Esta descripcion incluye la naturaleza de los signos y sintomas, fecha
y hora en que ocurrio, severidad, si necesito tratamiento o no y si los efectos pudieron o no ser
atribuidos al medicamento. Cualquier reaccién inusual o severa debid ser reportada dentro de
las primeras 24 horas a la Comision de Revision, al responsable sanitario de la Unidad Clinica
y de la Unidad Analitica, al monitor externo, a la autoridad sanitaria, al responsable del
aseguramiento de la calidad y al patrocinador. Asimismo, el investigador clinico principal
informaria por escrito dentro de los tres primeros dias de ocurrido el evento a cada una de las

partes mencionadas.
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3.5.6. Cuantificacion de las concentraciones de Tacrolimus en sangre total.

Se recibieron 228 muestras recolectadas en el area clinica provenientes de 12 voluntarios
sanos.

Las muestras fueron separadas por tiempos de muestreo y almacenadas a -70°C en el
ultracongelador, para permanecer alli hasta el momento de su analisis; el cual se llevé a cabo
utilizando el método de cromatografia de alta resolucion acoplado a un detector de masas
previamente validado.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

4.1. Desarrollo del método analitico

El equipo utilizado durante el desarrollo, validacion y analisis de muestras fue un LC/MSD
Modelo G1956B de Agilent Technologies.

4.2. Condiciones del detector y eleccién del estandar interno.

Las condiciones optimas del detector para la cuantificacion de tacrolimus se muestran en la
tabla 7.

Tabla 1. Condiciones del detector.

Parametro Valor
Detector LC/MSD
Interface API-ES

Modo Positivo
Tacrolimus 826.5
SIM ION
Sirolimus 936.7
Tacrolimus 180
Fragmentador
Sirolimus 200
Dwell (msec) 280
% rel Dwell 100
Flujo de gas de secado 9 L/min
Presion de nebulizador 44 psi
Temperatura del gas de secado 250°C
Voltaje del capilar 3500 V

La ciclosporina present6 inestabilidad i6nica a las condiciones Optimas de analisis para
tacrolimus, mientras que sirolimus, reflejo6 mayor reproducibilidad en las repuestas, por lo
tanto, se eligié éste ultimo como estandar interno.
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Las condiciones cromatograficas que mejor cumplieron con los parametros anteriores se

resumen en la tabla 8.

Tabla 2. Condiciones Cromatogréficas

Parametro

Descripcion

Columna cromatografica

Zorbax C18 4.6 x 50 mm, 1.8 um, 80 A

Temperatura de la columna 80 °C
Fase Movil Acido férmico 0.1% pH 2.6: Acetonitrilo 25:75 viv %
Velocidad de Flujo 1 mL / min
Volumen de inyeccion 20uL
Temperatura del Automuestreador 7°C
Tiempo de Retencion Aproximado Ta.cro.limus 2.8 m?n
Sirolimus 2.7 min

4.2.2. Método de extraccion.

El método de extraccion descrito a continuacion es un método sencillo y rapido y es con el que

obtuvimos mejores resultados. Ver figura 5.

a) A 500 pL de sangre total afiadir 1 mL de solucién de Sirolimus 100ng/mL en una mezcla de

acetonitrilo: metanol 3:1, utilizando pipeta repetidora Eppendorf y puntas de 1000 pL.

b) Agitar en vortex 30 segundos.
c) Centrifugar a 14, 500 rpm durante 5 min.

d) Decantar el sobrenadante a un vial e inyectar 20 uL en el sistema cromatografico.
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0.5 mL de sangre total

Adicionar

1 mL de solucién de Sirolimus 100 ng/mL
(mezcla 3:1 ACN: MeOH) (estandar
interno)

Aagitar en vortex 30 seq.

Centrifugar a 14500 rpm durante 5 min

Agitar en vortex 60 seg.

Inyectar 20 pL del sobrenadante al
sistema cromatografico

Fig. 1 Diagrama del Método de Extraccion

4.3. Resultados de validacion.

4.3.1. Adecuabilidad del sistema.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en las corridas que se llevaron a cabo

para validar el método (Tabla 9).
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Tabla 3. Adecuabilidad del sistema.

C.V%. del o
No. de la : tempode | CV%del | C:V%dela
corrida Analito ” A _ relacion de
o retencion area (N=6) . _
analitica . areas (N=6)
(min)
Tacrolimus 0.1561 1.2501
1 0.4610
Sirolimus 0.0842 1.0908
Tacrolimus 0.1837 3.0468
2 0.7796
Sirolimus 0.1696 3.5987
Tacrolimus 0.1856 10.0725
3 2.3386
Sirolimus 0.2067 11.7327
Tacrolimus 0.1542 6.3728
4 1.1627
Sirolimus 0.1606 6.8903
Tacrolimus 0.2282 8.8283
5 0.4522
Sirolimus 0.2216 9.0367
Tacrolimus 0.1649 4.5833
6 1.0228
Sirolimus 0.0922 4.0020

Las corridas analiticas cumplen con el criterio de aceptacién ya que se obtuvo un coeficiente
de variacion no mayor al 5% para el area (y/o relacion de areas) y tiempo de retenciéon con
CV% =< 2.0.

Adicionalmente cada dia de analisis se comprob6 que en la solucién en la que se eluyen las
muestras (blanco de reactivos) asi como en la matriz bioldgica utilizada (blanco de sangre

total) no existieran interferencias con el pico de interés. Ver figuras 9 y 10.

4.3.2. Linealidad del método.

En la tabla 10 se muestran los resultados de la prueba de linealidad para cinco curvas de
calibracién en sangre total, expresados en Relacién de Areas de Tacrolimus/El con respecto a

la concentracion nominal. Las curvas fueron ajustadas a través de un arreglo lineal.

Ecuacion de la linea recta:

y=a+b*x
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Tabla 4. Linealidad del método para cuantificar Tacrolimus en Sangre Total.

Relacion de Areas

Resultados de la linealidad del método para las corridas de la validacion.

CONC NOM
(ng/mL) 1.0 1.5 2 3 10 20 40 60 100.0
CURVA 1 0.0091 | 0.0153 | 0.0195 | 0.0280 | 0.0930 | 0.1952 | 0.3897 | 0.5849 | 0.9652
CURVA 2 0.0097 | 0.0142 | 0.0163 * 0.0896 | 0.1818 | 0.3506 | 0.5344 | 0.8878
CURVA 3 0.0098 | 0.0138 | 0.0163 | 0.0245 | 0.0793 | 0.1532 | 0.3087 | 0.4689 | 0.7819
CURVA 4 0.0102 | 0.0141 | 0.0184 | 0.0290 | 0.0967 | 0.1911 | 0.3808 | 0.5674 | 0.9524
CURVA 5 0.0096 | 0.0153 | 0.0181 | 0.0302 | 0.0972 | 0.2015 | 0.3842 | 0.5729 | 0.9695
PROMEDIO 0.0097 | 0.0145 | 0.0177 | 0.0279 | 0.0912 | 0.1846 | 0.3628 | 0.5457 | 0.9114
DESV EST 0.0004 | 0.0007 | 0.0014 | 0.0025 | 0.0073 | 0.0189 | 0.0338 | 0.0468 | 0.0795
C.V. (%) 4.09 4.88 7.88 8.79 8.02 10.26 9.33 8.58 8.72

* Valores no considerados por exceder el + 15% de desviacion con respecto a la concentracion nominal.

En la tabla 11 se muestran los parametros de linealidad del método para las corridas de

validacion y en la figura 6 se reportan los datos de pendiente (b), ordenada al origen (a) y

coeficiente de correlacion para las 5 curvas de calibracion graficando concentracion nominal

vs relaciéon de areas TAC/EI.

Tabla 5. Parametros de linealidad del método para las corridas de validacion.

Parametros de linealidad del método para las corridas de la validaciéon
Relacién de Areas

Pendiente Ordenada r
CURVA 1 0.0097 -1.3E-06 0.99997
CURVA 2 0.0089 5.1E-04 0.99997
CURVA 3 0.0078 5.1E-04 0.99997
CURVA 4 0.0095 2.8E-04 0.99999
CURVA 5 0.0097 7.0E-04 0.99992
PROMEDIO 0.0091
DESV EST 0.0008
C.V. (%) 8.85
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Las curvas de calibracion cumplen con criterios de aceptacion, ya que la mayoria de los

puntos tienen desviaciones menores al 15 % con respecto de su valor nominal y r = 0.99.

Rel. de areas TAC/E.I.

1.0 4

0.8

0.6

0.4 -

Linear Regression for Data1_M:

Y=A+B*X

Parameter Value Error

A 4.24418E-4 5.06824E-4

B 0.0091 1.21284E-5

R SD N P

0.99999 0.00118 9 <0.0001

T T T T T T T T

20 40 60 80 100

Concentracion nominal (ng/mL)

Fig. 2 Gréafico de Linealidad del Método
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En la tabla 12 se muestran los resultados de la prueba de linealidad para cinco curvas de

calibracion en sangre total, expresados como concentracion recuperada. En la tabla 13 se

muestran los parametros de linealidad del método para las Concentraciones Recuperadas.

Tabla 6 Concentraciones obtenidas al aplicar el arreglo lineal.

Concentracion Recuperada (ng/mL)

Resultados de la linealidad del método para las corridas de la validacion.

CONC NOM
I 1.0 15 2 3 10 20 40 60 100.0
CURVA 1 0.937 | 1.581 | 2.010 | 2.892 | 9.605 | 20.156 | 40.248 | 60.399 | 99.67
CURVA 2 1.034 | 1545 | 1781 | * | 10.041 | 20.434 | 39.468 | 60.179 | 100.02
CURVA 3 1.187 | 1.709 | 2.021 | 3.081 | 10.108 | 19.587 | 39.526 | 60.068 | 100.21
CURVA 4 1.048 | 1.455 | 1.909 | 3.017 | 10.141 | 20.076 | 40.031 | 59.657 | 100.17
CURVA 5 0.920 | 1.514 | 1.807 | 3.059 | 10.001 | 20.806 | 39.730 | 59.283 | 100.38
PROMEDIO | 1.025 | 1.561 | 1.906 | 3.012 | 9.979 | 20.212 | 39.801 | 59.917 | 100.090
DESV EST 0.107 | 0.095 | 0.111 | 0.084 | 0.216 | 0.451 | 0.333 | 0.445 | 0.267
C.V. (%) 1042 | 6.08 | 5.84 | 280 | 217 | 223 | 084 | 0.74 0.27
%DESVABS | 252 | 405 | 472 | 041 | 0.21 1.06 | 050 | 0.14 0.09

* Valores no considerados por exceder el £ 15% de desviacion con respecto a la concentracion nominal.

Tabla 7 Parametros de las concentraciones obtenidas al aplicar el arreglo lineal.

Parametros de linealidad del método para las corridas de la validacién

Concentracion Recuperada (ng/mL)

Pendiente Ordenada r
CURVA 1 0.99998 2.3E-04 0.99997
CURVA 2 1.00002 -2.6E-04 0.99997
CURVA 3 0.99998 2.1E-04 0.99997
CURVA 4 1.00004 -4.9E-04 0.99999
CURVA 5 1.00000 -1.2E-04 0.99992
PROMEDIO 1.000005
DESV EST 0.00003
C.V. (%) 0.00299
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4.3.3. Precisiéon del método.

Repetibilidad y exactitud intradia.

En la tabla 14 se ilustran los resultados correspondientes a la repetibilidad, en los cuales se
puede observar que el coeficiente de variacion en cada uno de los niveles de concentracion
evaluados fue menor o igual que 3.82%, mientras que la desviacion absoluta (Desv. Abs %)

fue menor o igual que 3.48%.

Tabla 8. Repetibilidad y exactitud del método analitico para

cuantificar Tacrolimus en Sangre Total.

Muestra Control Bajo (Ii/?gézgl Control Alto
(5 ng/mL) (50 ng/mL) (80 ng/mL)
1 5.257 48.567 77.632
2 5.207 50.038 78.675
3 5.420 49.198 76.923
4 5.094 49.532 78.421
5 4.889 51.224 78.548
Promedio 5.17 49.71 78.04
D.E 0.20 1.00 0.74
C.V (%) 3.82 2.01 0.95
Conc.
Nominal 5 50 80
(ng/mL)
Des(‘f%')“bs' 3.48 0.58 2.45

Reproducibilidad y exactitud interdia.

En la tabla 15 se muestran los resultados de la reproducibilidad del método y exactitud interdia
correspondiente, en donde se observa que el coeficiente de variacidon entre los diferentes dias
de trabajo fue de 1.87 a 3.54%, mientras que la desviacion absoluta % fue igual o menor a

2.08%, en las diferentes concentraciones evaluadas.
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Tabla 9. Reproducibilidad y exactitud del método analitico para cuantificar

Tacrolimus en Sangre Total entre dias.

Dia Control Bajo thl)enézgl Control Alto
(5 ng/mL) (50 ng/mL) (80 ng/mL)

5.257 48.567 77.632

5.207 50.038 78.675

Dia 1 5.420 49.198 76.923

5.094 49.532 78.421

4.889 51.224 78.548

5.014 48.393 80.998

4.892 48.487 80.955

Dia 2 5.020 49.708 80.635

4.960 46.471 81.631

4.966 48.610 80.411

5.176 47.169 79.147

4.765 46.978 80.928

Dia 3 4.936 50.187 80.506

4.939 50.079 80.783

4.814 49.767 81.597

Promedio 5.023 48.960 79.853

D.E 0.178 1.331 1.494
C.V (%) 3.54 2.72 1.87

Conc.
Nominal 5 50 80
(ng/mL)

Des(‘(’%f‘bs' 0.47 2.08 0.19

De acuerdo con los resultados generados, el método fue repetible, reproducible y exacto al
cumplir con los criterios de un coeficiente de variacion y una desviacién absoluta % no

mayores al 15% para la concentracion en sangre total promedio.
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4.3.4. Recobro.
Recobro absoluto del método analitico para cuantificar Tacrolimus en SangreTotal.

El recobro fue definido como el cociente de la respuesta del analito (area de tacrolimus)
obtenida después de haberse sometido al método de extraccién en fluido biolégico (seccidn
4.2.2 “Método de extraccion” pag. 47), entre la respuesta obtenida en muestras en solucién a
concentraciones equivalentes, las cuales no fueron sometidas al proceso de extraccidon
(muestras para evaluacion del sistema). Los resultados se muestran en la tabla 16. En la tabla

17 se encuentran los resultados del recobro global para el estandar interno.

Tabla 10. Recobro absoluto del método analitico para cuantificar Tacrolimus

en Sangre Total.

AREAS Recobro % Desv
SISTEMA | METODO
1517.1781 | 906.1701
_ 1499.9816 | 914.1771
C&”:g,'rff)‘o 1529.0555 | 932.6667
1540.1124 | 908.4059
1490.2300 | 932.7080
Promedio 1515.3 918.8 60.64 0.18
151447588 | 9436.0303
| 152834668 | 92283789
ngrr?g?"rﬁf)'o 151015527 | 9239.1982
15049.7725 | 9003.9043
14974.0303 | 9341.4141
Promedio 15110.7 9249.8 61.21 0.77
23850.5762 | 14864.7754
24177.3809 | 15666.0664
%ggtrzgl,rﬁ'ﬁ‘)’ 24242.8672 | 14765.5430
24141.6504 | 14036.7588
23637.3809 | 13171.0322
Promedio 24010.0 14500.8 60.40 0.58
Promedio global 60.75 0.51
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El recobro del método analitico para cuantificar Tacrolimus en sangre total fue constante en
las concentraciones evaluadas (puntos control bajo, medio y alto), dando como resultado un
recobro global del 60.75% y una desviacién de los promedios individuales con respecto al

global, menor al 15%.

Recobro global absoluto de Sirolimus (El).

Tabla 11. Recobro global absoluto del método analitico

para cuantificar Sirolimus en Sangre Total.

El recobro global absoluto para cuantificar Sirolimus en matriz biolégica es de 81.15%.

4.3.5. Limite de deteccidn y cuantificacion.

AREA
SISTEMA METODO
247911777 18900.8418
24627.6602 19539.3945
24029.8203 19429.6348
23838.2285 19150.9727
24683.7500 19638.7266
23520.3594 20500.0879
24099.8320 20009.8867
100 ng/mL 24677.6406 19541.8379
24079.3691 20369.8516
23582.0508 20203.9785
23498.0176 19299.1973
24201.7207 20350.3066
23568.0937 19256.5527
23389.6895 18082.9180
22624.1152 17225.0273
Promedio 23947.4 19433.3
Recobro 81.15

La sensibilidad del método fue determinada a partir de la concentracion minima cuantificable 6

limite de cuantificacion (LC) y del limite de deteccién (LD). En la tabla 18 se muestran los

resultados:
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Tabla 12. Limite de deteccidén y cuantificacion del método

analitico para cuantificar Tacrolimus en sangre total.

Muestra Concentracion Concentracion
(0.5 ng/mL) (1.0 ng/mL)
1 0.788 0.827
2 0.748 1.177
3 0.603 1.111
4 0.635 0.835
5 0.678 1.088
Promedio 0.690 1.007
D.E 0.08 0.16
C.V (%) 11.17 16.35
Cor}?].gl;lnglr-r;mal 05 1.0

Desv. Abs. (%) 38.05 0.75

La Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, indica que el LC es la concentracién mas
baja del rango de trabajo cuyo valor promedio no se desvia mas del £20% del valor nominal
(concentracion adicionada), con un coeficiente de variacién menor o igual que 20%; mientras
que el LD se define como la concentracion a la cual la sefal del compuesto por analizar en la
matriz bioldgica se distingue del nivel de ruido (aproximadamente tres veces mayor) y el
coeficiente de variacion de la concentracion recuperada (precision) y/o la desviacion absoluta

por ciento (exactitud) son mayores al 20%.

De acuerdo a los criterios anteriores, el limite de cuantificacion establecido para esta

metodologia fue de 1 ng/mL (precisién y exactitud de 16.35% y 0.75% respectivamente).

Por otro lado, la concentracién nominal de 0.5 ng/mL fue considerada como el LD, debido a

que la relacion sefial/ruido que se presenta a este nivel es mayor a 3 (ver figuras 7 y 8).

57



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
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Fig. 3 Limite de Deteccioén

20000 —
17500 —
15000 —
12500 —
10000 —

7500 —

5000 -

MSD 1 TACROLIMUS

2500 —ZM

05 1 15 2 25 3 min

20000 -
17500 —
15000 —
12500 —
10000

7500 —

5000 —

2500

MSD 2 SIROLIMUS

05 1 15 2 25 2 min

Fig. 4 Limite de Cuantificacion
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4.3.6. Selectividad

La selectividad del método fue determinada, analizando sangre total proveniente de seis
diferentes donadores, asi como la mezcla de éstos y muestras de sangre total conteniendo
farmacos de uso comun, como acido acetilsalicilico (300 ug/mL), paracetamol (20ug/mL),
naproxeno (100 pg/mL), cafeina (80 pg/mL) y los anticoagulantes (Heparina 143 unidades
USP y EDTA), evaluando el método contra posibles interferencias en los tiempos de retencion
de tacrolimus y el El. El método mostr6 ser selectivo para los compuestos evaluados al no

presentarse interferencias con el pico cromatografico de tacrolimus ni el El. Ver fig. 9 — 16.
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Fig. 5 Blanco de Reactivos
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Fig. 7 Selectividad del Método para Acido acetilsalicilico
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Fig. 12 Selectividad del Método para EDTA

4.3.7. Estabilidad.

La prueba de estabilidad tiene como funcion determinar el efecto de los cambios de
temperatura sobre la estabilidad del analito (ciclos congelacion/descongelacion), asi como de
las condiciones de temperatura y tiempo en las que el compuesto permanece estable en la
matriz biolégica, durante su manejo, almacenamiento y procesamiento, evaluando la

concentracion recuperada del compuesto por analizar en la matriz bioldgica.

Estabilidad en ciclos de congelacién-descongelacion en matriz biolégica.

La estabilidad de Tacrolimus en sangre total bajo ciclos congelacion-descongelacion fue

evaluada como a continuacion se describe:

Se prepararon por triplicado, muestras en sangre total de Tacrolimus a las siguientes
concentraciones: 5, 50 y 80 ng/mL. Una serie de tres controles de cada concentracion fueron
analizados en el momento de su preparacion (tiempo cero) de acuerdo al método analitico

establecido y el resto se congeld a -70 °C.
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Las muestras fueron sometidas a tres ciclos de congelacién-descongelacién, dejando las
muestras un periodo minimo de 12 horas a -70°C entre cada ciclo. En la tabla 19 se muestran

los resultados del analisis de las muestras.

Tabla 13. Estabilidad en ciclos congelacién-descongelacion en sangre total.

. Control
Muestra Contro/l BLajo Medio ngtrol/AII_to
(5 ng/mL) (50 ng/mL) (80 ng/mL)
Condicion Inicial (t= 0 h)

1 4.92 49.99 78.88

2 4.83 49.58 77.84

3 4.84 49.22 79.40

Promedio 4.87 49.60 78.71

D.E 0.050 0.387 0.794

C.V. (%) 1.02 0.78 1.01

ler. Ciclo

1 4.87 53.28 85.31

2 5.19 53.01 82.53

3 5.12 50.69 82.64

Promedio 5.06 52.33 83.49

D.E 0.170 1.426 1.571

C.V. (%) 3.35 2.72 1.88
Desv. Abs.

(%) 4.00 5.51 6.08

3er. Ciclo

1 5.18 51.57 82.35

2 4.94 51.21 83.81

3 5.03 50.80 80.98

Promedio 5.05 51.19 82.38

D.E 0.118 0.384 1.417

C.V. (%) 2.34 0.75 1.72
Desv. Abs.

(%) 3.76 3.22 4.67

Como se puede observar no hubo resultados del segundo ciclo de congelacion-
descongelacion por haberse rechazado la corrida, debido a que el equipo se detuvo durante
ésta. Sin embargo las muestras fueron estables durante tres ciclos congelacion-
descongelacion ya que el tercer ciclo presenta desviaciones dentro del 15% con respecto al

valor de referencia (tiempo cero).
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Estabilidad a temperatura ambiente y refrigeracidon en matriz biolégica.

Para evaluar la estabilidad de tacrolimus en sangre total almacenada a temperatura ambiente
y en refrigeracion, se prepararon por triplicado muestras de las siguientes concentraciones: 5,
50 y 80 ng/mL. Se analizaron una serie de tres controles de cada concentracién de manera
inmediata (tiempo cero), dos series mas de tres muestras cada una fueron almacenadas a
temperatura ambiente y otras dos en refrigeracion para ser procesadas y analizadas a las 24 y
48 horas.

En las tablas 20 y 21 se muestran los resultados del analisis de las muestras anteriores. Se
puede observar que las muestras almacenadas a temperatura ambiente y en refrigeracion son
estables unicamente durante 24 horas, mostrando una desviacion absoluta % con respecto al
valor original menor o igual que £15%. No hubo resultados a las 48 horas por haberse

rechazado la corrida correspondiente, debido a causas ya antes mencionadas.

Tabla 14. Estabilidad a temperatura ambiente de tacrolimus

en sangre total.

Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(5 ng/mL) (50 ng/mL) (80 ng/mL)
Condicion Inicial (t= 0 h)
1 4.92 49.99 78.88
2 4.83 49.58 77.84
3 4.84 49.22 79.40
Promedio 4.87 49.60 78.71
D.E 0.050 0.387 0.794
C.V. (%) 1.02 0.78 1.01
24 h
1 5.47 52.72 81.92
2 4.92 51.12 80.07
3 5.13 49.95 84.84
Promedio 5.17 51.26 82.28
D.E 0.280 1.394 2.406
C.V. (%) 5.42 2.72 2.92
Desv. Abs.
(%) 6.32 3.36 4.53
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Tabla 15. Estabilidad en refrigeracion de tacrolimus en sangre total.

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(5 ng/mL) (50 ng/mL) (80 ng/mL)
Condicion Inicial (t= 0 h)
1 4.92 49.99 78.88
2 4.83 49.58 77.84
3 4.84 49.22 79.40
Promedio 4.87 49.60 78.71
D.E 0.050 0.387 0.794
C.V. (%) 1.02 0.78 1.01
24 h
1 5.28 51.12 81.20
2 4.87 51.94 82.67
3 5.21 50.72 85.06
Promedio 5.12 51.26 82.98
D.E 0.223 0.623 1.945
C.V. (%) 4.35 1.22 2.34
Desv. Abs.
(%) 5.22 3.36 5.42

Estabilidad de la muestra procesada.

Para determinar la estabilidad de la muestra procesada se prepard por triplicado suficiente

muestra de Tacrolimus en sangre total, a tres niveles de concentracion (bajo, medio y alto), las

cuales se sometieron al procedimiento de extraccién establecido y se inyectaron en el sistema

cromatografico (tiempo cero). Los controles permanecieron en el automuestreador a 7°C y

fueron inyectadas a las 96 horas. Los resultados se presentan en la tabla 22, en la cual se

puede observar que el Tacrolimus fue estable en la solucién de inyeccion hasta 96 horas

posteriores a su preparacion, ya que la concentracion recuperada promedio para cada dia de

analisis cumple con el criterio establecido.
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Tabla 16. Estabilidad de la muestra procesada.

Muestra Control Bajo | Control Medio | Control Alto
(5 ng/mL) (50 ng/mL) (80 ng/mL)
Condicion Inicial (t= 0 h)

1 4.92 49.99 78.88

2 4.83 49.58 77.84

3 4.84 49.22 79.40

Promedio 4.87 49.60 78.71

D.E 0.050 0.387 0.794

C.V. (%) 1.02 0.78 1.01

24 h

1 5.02 53.29 79.73

2 5.28 52.42 80.75

3 5.15 51.80 83.68

Promedio 5.15 52.50 81.39

D.E 0.387 0.750 2.047

C.V. (%) 7.52 1.43 2.51
Desv. Abs.

(%) 5.89 5.86 3.40

96 h

1 5.17 49.50 77.80

2 4.84 45.77 80.39

3 4.92 48.62 70.54

Promedio 4.98 47.96 76.24

D.E 0.171 1.950 5.103

C.V. (%) 3.44 4.07 6.69
Desv. Abs.

(%) 2.27 3.29 3.13

4.3.8. Tolerancia.

La tolerancia evalua la capacidad del método analitico para obtener resultados precisos y
exactos ante variaciones pequefias pero deliberadas, en sus parametros y condiciones de

trabajo y que proporcionan una indicacién de su confiabilidad durante el uso normal.

Se evalud la capacidad del método para cuantificar muestras empleando un volumen parcial
de muestra. La prueba se realizd cuantificando tres muestras de 80 ng/mL empleando la mitad
del volumen (0.25 mL), completando a 0.5 mL con mezcla de sangre total y sometiéndolas a
las condiciones establecidas para la extraccion. Se consideré que la prueba era aceptable si la
desviacion absoluta % del promedio de las muestras con respecto al muestras procesadas por

el método original (80 ng/mL) no excedia el 15%. Los resultados se muestran en la tabla 23.
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Tabla 17. Integridad de la dilucién del método analitico para cuantificar Tacrolimus en sangre
total con volumen parcial de muestra (dentro de la curva de calibracién).

MUESTRA DE 80 ng/mL
CONCENTRACION INTERPOLADA
CONDICIONES 85.19
ORIGINALES 79.84
81.02
Promedio 82.02
D.E 2.809
C. V (%) 3.43
CONCENTRACION %'"uggﬁtz’;g;*
INTERPOLADA (Cl) x
40.44 80.87
40.63 81.26
Promedio 82.46
D.E 2.424
C.V (%) 2.94
Desv. Abs. (%) 0.54

Los resultados nos muestran que en caso de que no hubiera suficiente muestra, se podria

utilizar un volumen menor para procesarla sin que se vea comprometido el resultado.

4.4. Etapa clinica.

En el estudio clinico participaron 12 voluntarios (hombres) clinicamente sanos demostrado a

través de examenes de laboratorio.

4.5. Estadistica demografica descriptiva.

De los voluntarios incluidos en el estudio se calcularon los siguientes parametros
demograficos: la Media, Desviacion Estandar (Desv. Est.), Error Estandar (Error Est.), Minimo
(Min), Mediana, Maximo (Max.) y Coeficiente de Variacion (CV%) de las variables
demograficas de edad, peso, talla e indice de masa corporal (IMC). Ver la tabla 24. Los datos

demogréficos individuales se encuentran en el Anexo Il.
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Tabla 18. Estadistica Descriptiva de las Variables Demogréficas.

Variable Genero N Media Déa:tv' Error Est. Min. Mediana Max. CV%
Edad
~ Hombres 12 25.00 6.00 1.73 18.00 24.00 39.00 24.00
(afios)
Peso
(Ka) Hombres 12 65.50 4.45 1.29 60.00 65.00 73.50 6.80
g
Talla
cm) Hombres 12 168.75 5.55 1.60 158.00 168.00 179.00 3.29
cm
IMC
) Hombres 12 23.06 2.09 0.60 20.02 22.86 26.18 9.07
(Kg/m?)

4.6. Estadistica descriptiva de los datos de concentracion sanguinea con respecto

al tiempo.

En la tabla 25 se muestran los resultados obtenidos en la estadistica descriptiva de los datos

de concentracion sanguinea con respecto al tiempo de tacrolimus, el nimero de voluntarios

considerado para el analisis estadistico fue de 12. Los datos individuales se muestran en el

Anexo |l.
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Tabla 19. Estadistica descriptiva para las concentraciones sanguineas de Tacrolimus con

respecto al tiempo.

tempo | v | Mede | BosvEsr | Bt |y gy Medene | Mo o
0 12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
0.167 12 0.45 1.10 0.32 0.00 0.00 3.49 245.82
0.333 12 1.43 1.74 0.50 0.00 0.89 4.67 121.80
0.5 12 4.38 3.32 0.96 0.00 3.02 12.44 75.68
0.75 12 12.25 9.18 2.65 0.00 9.63 34.51 74.91
1 12 22.19 15.92 4.59 7.95 16.51 62.10 71.72
1.25 12 24.74 15.40 4.44 7.88 20.11 68.09 62.23
1.5 12 26.53 13.51 3.90 11.53 22.22 61.91 50.91
1.75 12 27.57 13.29 3.84 8.76 24.74 59.85 48.22
2 12 28.59 12.69 3.66 9.67 26.80 58.17 44.40
2.5 12 26.08 11.87 3.43 0.00 27.31 45.00 45.53
3 12 25.24 12.54 3.62 5.58 22.77 51.71 49.70
4 12 19.00 9.94 2.87 4.84 17.00 43.12 52.32
8 12 8.47 7.29 2.10 0.00 6.66 28.77 86.14
12 12 5.74 2.78 0.80 2.76 4.90 10.88 48.39
22 12 3.92 2.02 0.58 0.00 3.67 7.14 51.70
48 12 2.57 1.70 0.49 0.00 2.13 6.41 66.22
72 12 1.40 1.25 0.36 0.00 1.36 3.56 89.68
96 12 0.77 0.85 0.25 0.00 0.52 212 110.97

4.7. Concentracion sanguinea promedio con respecto al tiempo (escala normal y
escala semilogaritmica).

En el analisis del comportamiento farmacocinético de Tacrolimus se realizan graficos de

concentracion sanguinea promedio con respecto al tiempo (Fig. 17 y 18). En el Anexo Il se

presentan los perfiles farmacocinéticos independientes de todos los voluntarios.
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Fig. 13 Perfil farmacocinético promedio de Tacrolimus + error estandar en escala normal.
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Fig. 14 . Perfil farmacocinético promedio de Tacrolimus en escala semilogaritmica.
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4.8. Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos.

Los parametros farmacocinéticos fueron determinados a través de métodos no

compartimentales (modelo independiente).

Célculo de parametros farmacocinéticos.

Cmax: Concentracion plasmatica maxima obtenida de manera grafica, a partir del perfil de

concentracion plasmatica con respecto al tiempo.

Tmax: Tiempo transcurrido desde la administracion hasta que se produce la concentracion
plasmatica maxima, obtenido de manera grafica a partir del perfil de concentracion plasmatica

con respecto al tiempo.

ABC,.: Area bajo la curva de la concentracion plasmatica desde la administracion hasta el
tiempo t (ultimo tiempo de muestreo) calculada por el método trapezoidal. El procedimiento

para el calculo de este parametro se describe en la siguiente féormula:

Donde:
n= numero de tiempos de muestreo utilizados en el perfil plasmatico.
ti= tiempo en que se realiza la iésima toma de muestra

Ci= Concentracion obtenida en el iésimo tiempo de muestreo.

ABC 0-inf: Area bajo la curva de la concentracion plasmatica desde la administracién al

tiempo extrapolado al infinito.

ABC 0-inf = ABC 0-t + Cf/Ke

Donde:

Cf= Concentracioén de la ultima muestra

Ke= Constante de eliminacion
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Ke: Constante de eliminaciéon: se estima a partir de la porcion lineal terminal del perfil de

concentracion plasmatica con respecto al tiempo (en escala semilogaritmica).
Vida media de Ke: mediante el cociente de Ln(2)/Ke

TMRO-inf: Tiempo medio de residencia extrapolado a tiempo infinito

ABCM, i

TMR, i = ABC
0—inf

ABCM 0-inf: Area bajo la curva del primer momento extrapolado a tiempo infinito

(tnCn+tn—1Cn-1)(tn_tn-1)+thf + Cf

ABCM
1 2 Ke Ke2

iﬁ:

0-inf ~

Donde:
tf = Tiempo de la ultima muestra
Cf = Concentracion de la ultima muestra

La estadistica descriptiva con la cual se pudo caracterizar la farmacocinética de tacrolimus en
la poblacién mexicana se muestra en la tabla 26. En el anexo IV se encuentran los resultados

de los parametros farmacocinéticas independientes para cada voluntario.
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Tabla 20. Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos de Tacrolimus.

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Variable N Media Dgz;" Error Est Min Mediana Max CV%
Tmax (h) 12.00 1.92 0.65 0.19 1.00 1.88 3.00 33.98
Cir 12.00 35.53 14.24 411 17.13 32.79 68.09 40.06
(ng/mL)
ABCo. 12.00 36049 | 209.56 60.49 8959 | 29971 | 780.07 58.13
(h*ng/mL)
ABCo.ny 12.00 | 43353 | 225.80 65.18 143.02 | 353.34 | 898.05 | 52.08
(h*ng/mL)
Ke (1/h) 12.00 0.02 0.01 0.00 0.01 0.02 0.03 26.30
Tia () 12.00 33.11 8.29 2.39 20.84 32.92 48.59 25.04
TMRom(h) | 12.00 38.76 10.39 3.00 22.02 38.32 53.37 26.81
VdIF (L) 12.00 657.93 | 296.90 85.71 300.30 | 65871 | 147073 | 45.13
CI/F 12.00 14.89 8.20 237 557 14.16 34.96 55.04
(mL/min)
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CONCLUSIONES

5. CONCLUSIONES

El método analitico desarrollado por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién acoplado a
un detector de masas para la cuantificaciéon de Tacrolimus en sangre total, fue lineal en el
intervalo de concentraciones de 1 a 100 ng/mL, exacto, preciso, selectivo y estable para el
farmaco bajo las condiciones experimentales evaluadas, por lo tanto, se considera que cumple
con los parametros de validacién establecidos en la norma oficial NOM-177-SSA1-1998
siendo confiable para el analisis de tacrolimus en sangre total y para su aplicacion en estudios
de Biodisponibilidad.

Se logré determinar los parametros farmacocinéticos de tacrolimus en la poblacién mexicana

encontrando que el Cmax y el ABC fueron de 35.5 ng/mL y 360.5 h*ng/mL respectivamente.

Habiéndose aplicado exitosamente la metodologia analitica a muestras bioldgicas
provenientes de voluntarios sanos, podemos considerar su posible aplicacién en estudios de
Bioequivalencia y asi aportar mayor informaciéon a la industria farmacéutica a favor de la

ciencia y la salud de la poblacion mexicana.
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ANEXOS

ANEXO |. Datos demograficos de los participantes del estudio.

Genero Voluntario | Edad (afios) | Peso (Kg) Talla (cm) | IMC (Kg/m?)
1 39 68.5 163 25.78
2 25 62 176 20.02
3 25 60 158 24.03
4 23 73.5 170 25.43
5 20 62 171 21.20
Hombres 6 29 65 179 20.29
7 19 66 172 22.31
8 23 65 168 23.03
9 26 67.5 167 24.20
10 18 62.5 166 22.68
11 21 61 168 21.61
12 32 73 167 26.18
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ANEXO Il. Concentracion Sanguinea de Tacrolimus para cada

voluntario en los diferentes tiempos de muestreo.

VETZD || {0 Concentracion ViEmEE || e Concentracion
Voluntario | Nominal Real (ng/mL) Voluntario | Nominal Real (ng/mL)
(hr) (hr) 2 (hr) (hr) 2
0 0 0 0 0 0
0.167 0.167 0 0.167 0.167 0
0.333 0.333 0 0.333 0.333 4.43
0.5 0.5 6.41 0.5 0.5 2.39
0.75 0.75 34,51 0.75 0.75 5.54
1 1 62.1 1 1 10.93
1.25 1.25 68.09 1.25 1.25 18.58
1.5 1.5 61.91 1.5 1.5 21.09
1.75 1.75 59.85 1.75 1.75 21.79
1 2 2 58.17 2 2 2 22.21
2.5 2.5 45 2.5 2.5 21.63
3 3 36.43 3 3 20.25
4 4 28.82 4 4 13.83
8 8 13.41 8 8 5.59
12 12 9.84 12 12 3.07
22 21.75 6.9 22 21.82 2.66
48 47 4,61 48 47.03 1.42
72 72.67 3.01 72 70.08 0
96 96.67 1.13 96 94.17 0
Tiempo | Tiempo - Tiempo | Tiempo .
Voluntario | Nominal Real Corzﬁe?rtr:ﬁ;:lon Voluntario | Nominal Real Corzﬁe?rtr:i\;:mn
(h) (hr) 9 (hr) (hr) 9
0 0 0 0 0 0
0.167 0.167 0 0.167 0.167 0
0.333 0.333 0 0.333 0.333 0
0.5 0.5 0 0.5 0.5 2.9
0.75 0.75 0 0.75 0.75 9.8
1 1 7.95 1 1 16.95
1.25 1.25 15.61 1.25 1.25 25.15
1.5 1.5 20.45 1.5 1.5 27.06
1.75 1.75 23.42 1.75 1.75 28.61
3 2 2 23.39 4 2 2 31.81
2.5 2.5 30.7 2.5 2.5 30.32
3 3 51.71 3 3 22.64
4 4 43.12 4 4 13.76
8 8 28.77 8 8 6.86
12 12 10.88 12 12 4.63
22 22.25 7.14 22 22.25 3.35
48 47.87 6.41 48 48.6 2.11
72 72.18 3.56 72 71.7 1.17
96 96.32 2.12 96 95.37 0
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Tiempo Tiempo Concentracion Tiempo Tiempo Concentracion
Voluntario | Nominal Real (ng/mL) Voluntario | Nominal Real (ng/mL)
(hr) (hr) g (hr) (hr) Y
0 0 0 0 0 0
0.167 0.167 0 0.167 0.167 0
0.333 0.333 2.14 0.333 0.333 2.29
0.5 0.5 6.52 0.5 0.5 12.44
0.75 0.75 12.65 0.75 0.75 24.1
1 1 16.61 1 1 31.97
1.25 1.25 18.46 1.25 1.25 34.88
1.5 1.5 19.9 1.5 1.5 36.17
1.75 1.75 22.22 1.75 1.75 27.63
5 2 2 24.46 6 2 2 31.98
2.5 2.5 25.56 2.5 2.5 28.73
3 3 23.19 3 3 17.66
4 4 16.28 4 4 19.34
8 8 4.42 8 8 11.14
12 12 4.03 12 12 7.53
22 21.92 2.81 22 22.43 4.1
48 48.17 0 48 48.37 2.52
72 70.33 0 72 72.4 1.55
96 95.75 0 96 95.43 1.53
Tiempo | Tiempo - Tiempo | Tiempo .
Voluntario | Nominal Real Corzﬁe?rtr:ﬁ;:lon Voluntario | Nominal Real Corzﬁe?rtr:i\;:mn
(hn) (hr) 9 (hr) (hr) 9
0 0 0 0 0 0
0.167 0.167 0 0.167 0.167 3.49
0.333 0.333 0 0.333 0.333 1.77
0.5 0.5 3.06 0.5 0.5 2.97
0.75 0.75 10.4 0.75 0.75 9.46
1 1 19.72 1 1 12.76
1.25 1.25 28.3 1.25 1.25 14.87
1.5 1.5 35.92 1.5 1.5 17.16
1.75 1.75 42.04 1.75 1.75 23.24
7 2 2 42.38 8 2 2 21.85
2.5 2.5 41.83 2.5 2.5 20.12
3 3 39.03 3 3 19.94
4 4 26.11 4 4 12.41
8 8 9.2 8 8 6.75
12 12 7.76 12 12 2.79
22 21.93 5.75 22 22.43 2.47
48 47.27 3.58 48 46.7 1.61
72 70.1 2.58 72 70.45 0
96 94.27 1.92 96 94.43 0
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Tiempo Tiempo Concentracion Tiempo Tiempo Concentracion
Voluntario | Nominal Real (ng/mL) Voluntario | Nominal Real (ng/mL)
(hr) (hr) 9 (hr) (hr) 9
0 0 0 0 0 0
0.167 0.167 0 0.167 0.167 0
0.333 0.333 0 0.333 0.333 1.84
0.5 0.5 2.46 0.5 0.5 1.97
0.75 0.75 6.34 0.75 0.75 8.59
1 1 43.15 1 1 12.4
1.25 1.25 7.88 1.25 1.25 26.29
1.5 1.5 11.53 1.5 1.5 28.93
1.75 1.75 13.46 1.75 1.75 33.76
9 2 2 15.21 10 2 2 32.77
2.5 2.5 13.77 2.5 2.5 25.89
3 3 12.36 3 3 22.89
4 4 11.89 4 4 17.72
8 8 5.57 8 8 6.57
12 12 5.17 12 12 3.69
22 22 3.99 22 22.6 2.95
48 46.83 2.15 48 46.22 1.88
72 72.1 1.59 72 70.48 1.13
96 96.02 1.04 96 94.47 0
Tiempo | Tiempo . Tiempo | Tiempo .
Voluntario | Nominal Real Corzﬁe;]rtr:ﬁ;non Voluntario | Nominal Real Corz::]eﬂtr:i;:lon
(hr) (hn) 9 (hr) (hn) 9
0 0 0 0 0 0
0.167 0.167 1.88 0.167 0.167 0
0.333 0.333 4.67 0.333 0.333 0
0.5 0.5 7.34 0.5 0.5 4.14
0.75 0.75 16.63 0.75 0.75 8.99
1 1 16.4 1 1 15.38
1.25 1.25 17.13 1.25 1.25 21.64
1.5 1.5 14.92 1.5 1.5 23.35
1.75 1.75 8.76 1.75 1.75 26.06
11 2 2 9.67 12 2 2 29.13
2.5 2.5 0 2.5 2.5 29.4
3 3 5.58 3 3 31.2
4 4 4.84 4 4 19.93
8 8 3.3 8 8 0
12 12 2.76 12 12 6.76
22 22.53 0 22 22.03 4.87
48 46.7 1.27 48 47.87 3.25
72 72.67 0 72 72.45 2.19
96 95.53 0 96 96.2 1.45
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ANEXO IIl. Graficas de concentracion sanguinea en escala normal y
semilogaritmica con respecto al tiempo para cada voluntario.

TACROLIMUS (GRAFICAS PROMEDIO)
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TACROLIMUS (GRAFICAS PROMEDIO)
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TACROLIMUS (GRAFICAS PROMEDIO)

Perfil farmacocinético de tacrolimus (escala normal) Perfil farmacocinético de tacrolimus (escala semilogaritmica)
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TACROLIMUS (GRAFICAS PROMEDIO)
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ANEXO |IV. Parametros farmacocinéticos de Tacrolimus obtenidos

para cada voluntario.

Voluntario Tmax Cmax ABCO-t ABCO-inf Ke T1/2 T_MRO- VAIF (L) Cl/F
(h) (ng/mL) | (h*ng/mL) | (h*ng/mL) | (1/h) (h) inf (h) (L/h)

1 1.25 68.09 664.36 712.73 0.02 | 29.67 | 32.88 300.30 | 7.02
2 2.00 22.21 197.69 245.15 0.03 | 23.17 | 25.97 681.69 | 20.40
3 3.00 51.71 780.07 898.05 0.02 | 38.57 | 44.10 309.84 | 5.57
4 2.00 31.81 293.38 346.28 0.02 | 31.34 | 34.53 652.84 | 14.44
5 2.50 25.56 163.89 248.36 0.03 | 20.84 | 22.02 605.19 | 20.13
6 1.50 36.17 420.11 527.36 0.01 | 4859 | 53.37 664.57 | 9.48
7 2.00 42.38 528.40 643.68 0.02 | 41.62 | 49.64 466.40 | 7.77
8 1.75 23.24 194.62 250.59 0.03 | 24.10 | 28.44 693.61 | 19.95
9 1.00 43.15 306.04 360.40 0.02 | 36.22 | 46.99 725.04 | 13.87
10 1.75 33.76 277.32 333.56 0.02 | 3450 | 35.40 746.07 | 14.99
11 1.25 17.13 89.59 143.02 0.02 | 29.16 | 41.23 | 1470.73 | 34.96
12 3.00 31.20 410.40 493.19 0.02 | 39.57 | 50.60 578.82 | 10.14

84




BIBLIOGRAFIA

1. BIBLIOGRAFIA

g b~

~N O

10

11

12

Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, que establece las pruebas y
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable.
Requisitos a que deben sujetarse los terceros autorizados para que realicen
las pruebas.
http://www.uco.es/grupos/inmunologia-molecular/inmunologia/tema26/
etexto26.htm

Mosby’s GenRx. A comprehensive reference for generic for generic and
brand prescription drugs. 11 Edicion, Editorial Mosby pp. Il 2302- 11l 2307.
http://www.iupac.org/index_to.html

Robert E. Ardrey. Liquid chromatography — mass spectrometry: an
introduction. la. Edicién, Edit. Wiley. Inglaterra, 2003.

Operator training. Alliance LC/MS System ZQ. Connections.

Ala M. Alak, Selina Moy y Paula Lizak. An HPLC/MS/MS assay for tacrolimus
in patient blood samples. Elsevier. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis. 1997 pp. 7-13.

Paul Salm. Evaluation of microparticle enzyme inmunoassay against HPLC-
Mass Spectrometry for the determination of whole-blood Tacrolimus in Heart —
and lung- transplant recipients. Elsevier, Clinical Biochemistry, Canada
2000.Vol 33, No. 7 pp 557-562.

Panos Hatsis y Dietrich A. Volmer. Evaluation of a cyano stationary phase for
the determination of tacrolimus, sirolimus and cyclosporin A in whole blood by
high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry.
Elsevier. Journal of Chromatography B 809. Canada, 2004. pp. 287-294.
Andrew Volosov. Simultaneous simple and fast quantification of three major
inmunosuppressants by liquid chromatography —tandem mass espectrometry.
Elsevier. Clinical Biochemistry 34. USA 2001. pp 285-290.

Therese Koal. Simultaneous determination of four immunosupressants by
means of high speed and robust on-line solid phase extraction-high
performance liquid chromatography — tandem mass spectrometry. Elsevier.
Journal of Chromatography B. 805 2004. pp 215-222.

Laviero M. Mancinelli. The pharmacokinetics ans metabolic disposition of
tacrolimus: A comparison acroos ethnic groups. Clinical pharmacology &
therapeutics. San Francisco 2000. Vol 69, num 1.

85



	Portada
	Índice
	1. Resumen

	2. Introducción y Objetivos

	3. Parte Experimental

	4. Resultados y Análisis de Resultados

	5. Conclusiones

	6. Anexos

	7.
Bibliografía

