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CAPITULO 1 INTRODUCCION

INTRODUCCION

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), es un proceso que se caracteriza
por una limitacion permanente del flujo aéreo causada por inflamacién, obstruccion y
cambios estructurales de las vias aéreas asi como del parénquima pulmonar en forma de
enfisema . La EPOC es un problema de salud publica debido a su alta prevalencia y
condicién progresiva, al deterioro significativo de la calidad de vida y gran impacto
econémico en las personas y los sistemas de salud . Esta enfermedad ocupa el cuarto
lugar en cuanto a mortalidad a nivel mundial, después de las enfermedades cardiacas,
cancer y accidentes vasculares encefalicos, mientras que en México se ubica en el quinto

lugar @

El cuadro clinico consiste en exacerbaciones seguidas de sofocaciones, tos, aumento en
la produccién de esputo y cambio de color del mismo ®. El tratamiento basico implica el
uso de antibidticos y esteroides, aunque frecuentemente se utilizan farmacos que

disminuyan la frecuencia y duracién de las exacerbaciones.

La Erdosteina, un derivado sintético de la metionina, ha demostrado ser efectiva y segura
en el tratramiento de padecimientos de vias respiratorias como la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica. Fue desarrollado como agente mucolitico para facilitar la fluidificaciéon
del moco y el esputo, coadyuvando con ello a mejorar la ventilacién pulmonar ©. Uno de
los metabolitos derivados de Erdosteina, el metabolito M1, ha mostrado gran importancia
farmacologica debido a que poseé actividad antibacterial, una funcién antioxidante sobre
los radicales libres de oxigeno y una funcién protectora de la a-1-antitripsina,
contribuyendo asi al tratamiento de las enfermedades respiratorias ©® 7 ®. Ademas, la
administracion conjunta de Erdosteina con Amoxicilina en pacientes con exacerbacion
infectiva aguda genera una mayor concentracion de este antibiético en el esputo, llevando

a una répida y pronunciada reduccién de los sintomas ©.

Las cualidades terapéuticas de Erdosteina han aumentado su uso en este tipo de
padecimientos, por lo que es importante determinar la biodisponibilidad y bioequivalencia

de los productos comerciales conteniendo este farmaco.
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La normatividad propuesta en nuestro pais para estudios de bioequivalencia hace

referencia a la necesidad de validar los métodos analiticos que serdn empleados en este

tipo de estudios.

Lo anterior, aunado a la importancia de la Erdosteina y su metabolito M1 en la practica

clinica, constituyen la razon por la cual se llevo a cabo el presente trabajo.
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CAPITULO 2 OBJETIVOS

OBJETIVOS

Dado que el Centro A. F. de Estudios Tecnolégicos (CAFET) no contaba con un método
analitico validado que asegure la cuantificacion de los niveles de Erdosteina y Metabolito

M1 en plasma, se llevé a cabo el presente proyecto cuyos objetivos fueron los siguientes:

e Validar, de acuerdo a la NOM-177-SSA1-1998, un método analitico para la
cuantificacion de Erdosteina y su Metabolito M1 en plasma humano utilizando para
ello cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplado a un detector

Masas/Masas.

e Aplicar el método analitico a la cuantificacion de las muestras plasmaticas de un
estudio piloto después de la administracion oral de Erdosteina a una dosis Unica de
300 mg.
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CAPITULO 3 GENERALIDADES

GENERALIDADES

3.1 Monografia de Erdosteina y Metabolito M1

3.1.1 Propiedades fisicoquimicas

e Erdosteina
Férmula molecular: CgH11NO4S;
Peso molecular: 249.307 g/mol
Nombres quimicos:
e [N-(carboxymetiltioacetil)-homocisteina tiolactona]
e 11S-(2-[N-3-(2-oxotetrahidro tienil)] acetamido) acido tioglicolico
e 2-[2-0x0-2-[(2-oxotiolan-3-il) amino] etil] &cido sulfanilacético

e [2-oxo-2[(tetrahidro-2-oxo-3- tienil) amino] etil] acido tioacético

o |

o o
S
HJK/S\AJ\OH

O

Ir

Figura 1. Estructura quimica de Erdosteina.

Descripcion: Polvo blanco microcristalino

Solubilidad: Ligeramente soluble en etanol, metanol, acetona y agua

e Metabolito M1
Férmula molecular: CgH13NOsS,
Peso molecular: 267.326 g/mol

Nombre quimico:

¢ N-tiodiglicoli-homocisteina
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-= 1
SH COOH
< i O O
L =

Figura 2. Estructura quimica del Metabolito M1.

Descripcion: Polvo blanco microcristalino
Solubilidad: Ligeramente soluble en agua, metanol y etanol

3.1.2 Farmacocinética

Después de una administracion oral de 900 mg de Erdosteina, esta se absorbe
rapidamente alcanzando la concentracion maxima en 1.2 horas con un valor de 1200
ng/mL ® Los estudios sobre distribucion demuestran que la Erdosteina se encuentra
presente en el liquido del lavado broncoalveolar y que la administracién conjunta con
alimentos disminuye ligeramente el tiempo en el que se alcanzan las concentraciones

plasmaticas maximas, sin afectar la magnitud de las mismas ni el area bajo la curva (10),

La Erdosteina contiene dos grupos tidlicos bloqueados que le permiten una excelente
tolerabilidad gastrica (19 Una vez que cruza la barrera gastrica sufre metabolismo del
primer paso, desdoblandose en cuando menos tres metabolitos con grupos tidlicos libres.
Los metabolitos resultantes del metabolismo de la Erdosteina son N-tiodiglicolil-
homocisteina (Metabolito 1), N-acetilhomocisteina (Metabolito 2) y homocisteina
(Metabolito 3) '), los cuales alcanzan su concentracién maxima en 1.5, 3.6 y 3.7 horas
respectivamente, con valores que oscilan entre 2700 y 7300 ng/mL aproximadamente. La

concentracion maxima reportada para el Metabolito M1 es de 3200 ng/mL ®),
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Ir = |
S\ 2% SH CcOOH
; Z ]
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Figura 3. Via metabdlica propuesta para Erdosteina.

La vida media de eliminacidon de Erdosteina es de 1.4 horas en promedio, en tanto que la
del Metabolito M1 es de 1.6 horas. La excrecion de ambos es principalmente por via

renal, por lo que hay aumento de sulfatos inorganicos urinarios durante la administracion.
(10)

No se han documentado cambios en la farmacocinética de Erdosteina o sus metabolitos

debido a la edad, padecimientos bronquiales cronicos o insuficiencia renal (19,

3.1.3 Farmacodinamia

Después del metabolismo, los dos grupos sulfhidrilo rompen los puentes disulfuro que
mantienen unidas a las fibras de glicoproteinas constituyentes del moco produciendo la
lisis del mismo, lo cual hace que las secreciones bronquiales se vuelvan mas fluidas y se

lleve a cabo en forma adecuada el transporte ciliar del moco, facilitando su expectoracion
®)




CAPITULO 3 GENERALIDADES

Asimismo, diversos estudios han probado que el Metabolito M1 ejerce una actividad
antibacterial al disminuir la adhesién de bacterias a las mucosas respiratorias ©, junto con
una actividad antioxidante y antiinflamatoria ya que interfiere en la generacion de especies
reactivas de oxigeno por neutrdfilos y protege la funcion de la a-1-antitripsina, sobre todo

en el caso de fumadores activos 8,

3.1.4 Usos terapéuticos y dosis

La Erdosteina esta indicada en el tratamiento de enfermedades de las vias aéreas que
presenten secreciones espesas, dificiles de expectorar tales como bronquitis cronica
estable y EPOC, en las infecciones agudas y cronicas (rinitis, sinusitis, faringitis, laringitis,
traqueitis), al igual que para la prevencion del deterioro de la funcién respiratoria
consecuencia de la enfermedad bronquial y en la profilaxis de las complicaciones

respiratorias posquirdrgicas (1%

Las dosis recomendadas y la via de administracion se presentan en la tabla 1. Se sugiere

una dosis maxima de 900 mg/dia por no mas de una semana.

Tabla 1. Esquema de preparados, dosis y vias de administracion.
Via de

administracion

Presentacion Dosis

Capsulas 300 mg 1 capsula dos veces al dia Oral

Adultos: 10mL dos veces al

dia
Suspensioén 3.5 % Oral
Nifos: 5-7.5mL dos veces al
dia
Tabletas 300 mg 1 tableta dos veces al dia Oral

3.1.5 Reacciones adversas

Generalmente, este farmaco ha mostrado ser bien tolerado presentandose esporadicos
efectos adversos después de su uso. Los mas comunes son los trastornos
gastrointestinales, alteracion del gusto, reacciones mucocutaneas y molestias generales

tales como cefalea, vértigo, somnolencia y decaimiento, todos ellos de caracter leve a
10
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moderado. Sin embargo, no se recomienda el uso en pacientes con Ulcera
gastroduodenal, insuficiencia hepatica o insuficiencia renal severa, asi como en embarazo

y lactancia

3.2 Métodos analiticos para cuantificar Erdosteina

A pesar de que desde antes de 1990 se han realizado investigaciones sobre la
Erdosteina y las diferentes propiedades de sus metabolitos, no se cuenta con muchos
estudios dirigidos a su cuantificacion. En la tabla 2 se muestran los métodos analiticos

reportados hasta el momento para su cuantificacion.

Tabla 2. Métodos para la cuantificacion de Erdosteina.

Técnica _Ma'trl_z Metodo_<':|e Condiciones cromatograficas Referencia
blologlca extraccién
Columna: Ultron VX-ODS (150 x 4.6 mm) 5
um
Plasma de Extraccion de | Fase movil: Acetonitrilo en agua (50:50)
HPLC/ UV rata fase sodlida: con 0.1% TFA 11
Bond Elut Flujo: 1.0 mL/min
Vol. Inyeccion: 10 uL
A: 560 nm
o Columna: Merck RP-SElect B (125 x 3 mm)
Lig-lig: 5 um
precipitacion e i o
HPLC/MS Plasma con distintos I,:a_se m’owl_. aC|dooform|co O'.1 Yo €N agua.y 13
humano acido férmico 0.1% en agua:metanol (10:90)
solventes. o .
SPE: C18 Flujo: 0.7 mL/min
Vol. Inyeccion:50 uL
Columna: Capeel, Pak C18 (150 x 2 mm) 5
Extraccion en Ium_ ion- el Esl*
Plasma fase solida: onizacion. e . s
LC/MS/MS . S Fase movil: acetato de amonio: acetonitrilo 14
humano Oasis HLB 96 ]
0705 (80:20) 1mM
P Flujo: 0.3 mL/min
Vol. Inyeccién: 20 ulL
Columna: Supelcosil LC 18 DB (250 x 4.6
mm) 3 um
Plasma Precipitacion | Fase mdévil: Gradiente de Buffers (fosfato de
HPLC humano con distintos | potasio 0.1M pH=2.1 y fosfato de potasio: 15
solventes acetonitrilo (1:1) 0.05M ph=2.1)
Flujo: 1 mL/min
Vol. Inyeccién: 20 ul

11
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3.3 Estudios de Erdosteina

Savu S. y colaboradores "® llevaron a cabo un estudio farmacocinético en el que
participaron 12 pacientes de ambos sexos (6 hombres y 6 mujeres) con bronquitis crénica
a los que se les administré una dosis de 300 mg de Erdosteina cada 12 horas durante 7
dias. Se tomaron muestras sanguineas el primer y el ultimo dia de tratamiento a los
tiempos 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0 y 10.0 horas. La Csx de Erdosteina fue de 0.85 +
0.20 pg/mL y el T fue de 1.0 h, mientras que la Cnax del Metabolito M1 fue de 7.30 +

1.38 ug/mL con un T de 3.0 h. No se reportd ningun efecto de género.

Por otro lado, Kim H. y colaboradores (4 Jlevaron un estudio de farmacocinética
comparativa en el cual se administré6 una dosis oral triple de 300 mg de Erdosteina a 24
voluntarios sanos. Las muestras sanguineas se tomaron a los tiempos 0, 0.25, 0.5, 0.75,
1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 6.0 y 7.0 horas. El medicamento de referencia mostré una Cnsx de
2220.0 + 632.0 ng/mL, Tmax de 1.15 + 0.47 h y ABCy... de 4334.0 + 1227.0 ng.h/mL. Por
su parte, la Cnax para el medicamento de prueba fue de 2210.0 + 639.0 ng/mL, el Tmax fue
de 1.23 . 0.52 h y el ABCy... fue de 4209.0 + 1148.0 ng.h/mL. No se encontr6 diferencia

significativa entre ambas formulaciones.

Yuan I.S. y colaboradores '® llevaron a cabo un estudio de bioequivalencia en el que
participaron 24 voluntarios sanos de sexo masculino a los que se les administré una
dosis oral triple de 300 mg de Erdosteina. Los valores calculados para el medicamento de
referencia fueron una Cpax de 2.67 + 0.75 ug/mL y ABC; de 5.41 +1.55 ug.h/mL. El
medicamento de prueba mostré una Cnsx de 2.59 + 0.59 ug/mL y ABC; de 5.05 + 1.30

ug.h/mL. Se determind que las formulaciones evaluadas eran bioequivalentes.

3.4 Normatividad mexicana para estudios de Intercambiabilidad

La Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSAI-1998 ') Que establece las pruebas y
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable y los
requisitos a los que deben sujetarse los terceros autorizados que realicen las
pruebas, sefiala en el punto nueve los criterios y lineamientos para la validacion de
métodos en fluidos biolégicos y para el analisis quimico de las muestras que seran

empleadas en una prueba de Bioequivalencia.

12
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La norma menciona que es necesario establecer, previo a la validacién, una estrategia
que debe incluir los criterios de aceptacion o rechazo para cada parametro y las medidas
correctivas en caso de fallas. En este caso, los criterios de aceptacion para la validacion
se establecieron de acuerdo a lo sefalado en la Norma Oficial Mexicana y en los
Procedimientos Normalizados de Operacion (PNO) creados en el Centro A. F. de Estudios
Tecnoldgicos (CAFET).

Los parametros que se incluyeron en la validacion del método analitico fueron: rango,
recuperacion absoluta, linealidad, precision, exactitud, estabilidad, limite de cuantificacion,

limite de detecciodn, selectividad, especificidad, tolerancia y acarreamiento.

3.5 Validacion de métodos bioanaliticos

La validacion de un método bioanalitico es un procedimiento encaminado a demostrar que
el método usado para cuantificar un analito en una matriz biolégica es seguro y
reproducible y cumple con el propdsito para en que fue disefiado: cuantificar el analito con
un grado de exactitud y precisién apropiados (1) En esta definicion deben ser recalcados
dos aspectos: el primero es que todas las decisiones y acciones tomadas durante la
validacién deben ser documentadas a fin de poder probar que las conclusiones finales
son correctas; generalmente debe contarse con razones estadisticas para aprobar o
rechazar el método, mismas que deben encontrarse por escrito. El segundo aspecto a
considerar es que el alcance de la validacién debe limitarse a los aspectos requeridos
para asegurar la correcta aplicacion del método, es decir, solo deben ser validados los

parametros analiticos de importancia (9.

La validacion de métodos bioanaliticos utilizados para la cuantificacién de farmacos y sus
metabolitos en fluidos biolégicos juega un papel importante en la evaluacion e
interpretacion de los datos generados durante los estudios de Biodisponibilidad,

Bioequivalencia, Farmacocinética y Toxicocinética 9.

3.5.1 Caracteristicas y parametros de validacion
Los parametros evaluados durante la validacion asi como la forma en que estos deben

llevarse a cabo se describen a continuacion:

13
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Rango
El rango es el intervalo de un método analitico definido por las concentraciones
comprendidas entre los niveles superior e inferior del compuesto por analizar, en el cual

se ha demostrado que el método es preciso, exacto y lineal (an,

Recuperacion absoluta
Se entiende por recuperacion absoluta a la eficiencia de un método analitico para

cuantificar el o los compuestos por analizar en la muestra biolégica.

Para evaluar la recuperacion absoluta se debe analizar al menos por triplicado un minimo
de tres concentraciones conocidas (baja, media y alta) del o los compuestos por analizar
en la matriz bioldégica dentro del rango y comparar estos resultados con las respuestas de
soluciones del mismo compuesto en las mismas concentraciones y en los mismos
disolventes. El porcentaje de esta razén no necesariamente es del 100%, pero debe ser

reproducible en cada nivel de concentracion dentro del rango (7).

Linealidad

La linealidad es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para
obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del
compuesto a cuantificar en la muestra. La linealidad del método analitico se evalua
mediante una curva de calibracion, la cual se adapta a un modelo matematico que
represente la relacion entre la respuesta de las muestras y la concentracién conocida del

analito. Esta relacion debe ser continua y reproducible a lo largo del rango ",

El numero de muestras usadas para construir la curva de calibracion esta en funcién del
rango establecido y de la naturaleza de la relacion concentracion-respuesta. En la
mayoria de los casos, la curva la constituyen de cinco a ocho puntos, sin incluir las
muestras blancos las cuales son muestras de la matriz biolégica que no contienen el

analito de interés ?".

Precision
La precision es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando
el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra

homogénea del producto, y se evalua como repetibilidad y reproducibilidad. La

14
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repetibilidad expresa la precision bajo las mismas condiciones de operacién en un
intervalo corto de tiempo, mientras que la reproducibilidad se refiere a la precision bajo

diferentes variaciones comunes como son diferentes dias, analistas y equipos '"’.

Para la determinacion de estos parametros se debe analizar una serie de muestras de
concentracion conocida del o los compuestos por analizar en la matriz bioldgica,
denominadas puntos control. Estas concentraciones deben ser diferentes de las de la
curva de calibracion, pero deben incluirse en el rango. Generalmente, los puntos control
constan de tres concentraciones distintas cuyos valores son: para el punto control bajo,
aproximadamente tres veces el valor del limite de cuantificacion; para el punto control
medio, la media geométrica de la curva de calibracion; para el punto control alto, una

concentracion cercana a la concentracién mas alta de la curva @',

Para evaluar la repetibilidad, la normatividad mexicana " indica que se debe analizar en
un mismo dia los puntos control por quintuplicado. Se calcula el promedio, la desviacion
estandar y el coeficiente de variacidén de las concentraciones cuantificadas, considerando
al método preciso si el promedio del coeficiente de variacidon en cada uno de los dias de

analisis no excede el +15.0%.

Para la determinacion de la reproduciblidad se debe calcular el promedio, la desviacion
estandar y el coeficiente de variacion de la respuesta obtenida al analizar los puntos
control por quintuplicado durante tres dias. El método se considera preciso si el promedio

del coeficiente de variacion de los tres dias de analisis no excede el +15.0%.

Exactitud

La exactitud se define como la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y
el valor de referencia. Este parametro se evalua al comprobar que el valor promedio de
las concentraciones determinadas en los datos de repetibilidad y reproducibilidad esta

dentro del +15.0% del valor nominal de concentracion (7.

Estabilidad
La estabilidad es la propiedad del compuesto por analizar de conservar sus
caracteristicas bajo condiciones especificas e intervalos de tiempo establecidos, desde el

momento del muestreo hasta su analisis. La evaluaciéon de la estabilidad nos permite
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determinar las condiciones de temperatura y tiempo entre otros, en las que el compuesto
permanece estable en la matriz biolégica, durante su manejo, almacenamiento y

procesamiento "),

Este parametro depende de las condiciones de almacenamiento, de las caracteristicas
quimicas del compuesto y de la matriz bioldgica, asi como de las caracteristicas fisicas

del contenedor ?".

Para al evaluar la estabilidad se deben analizar muestras en la matriz biolégica al menos
por duplicado, a tres niveles de concentracion dentro del rango, considerando al menos lo

siguiente:

e Condiciones de almacenamiento: Evaluar las condiciones de almacenamiento en
las que se mantendran las muestras, por un periodo al menos equivalente al que

transcurre desde la obtencion de la muestra hasta su analisis .

e Estabilidad a corto plazo (Estabilidad en la mesa de trabajo): Evaluar la
estabilidad del o los compuestos en la matriz biolégica al descongelar y mantener a
temperatura ambiente muestras de tres concentraciones conocidas durante el

tiempo maximo requerido para su preparacion y su posterior analisis (an

o Estabilidad de la muestra procesada (Estabilidad en el automuestrador):
Evaluar la estabilidad de las muestras después de ser procesadas y hasta el
momento de su inyeccion, en las condiciones de temperatura y humedad a las
cuales se someten. Se debera demostrar la estabilidad del compuesto de interés y

del estandar interno durante el maximo tiempo que dure el analisis '".

e Ciclos de congelacion-descongelacion: Evaluar la estabilidad del o los
compuestos por analizar al congelar y descongelar completamente a temperatura
ambiente muestras de tres concentraciones conocidas del o los compuestos en la
matriz bioldégica. Se deben evaluar al menos dos ciclos de congelacion-

descongelacion 7).
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Para que el compuesto se considere estable en las diferentes condiciones evaluadas, los

resultados deben cumplir con los criterios de exactitud y precisién ya mencionados.

Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion es la concentracion mas baja del compuesto de interés que
puede ser cuantificada cumpliendo con los criterios de precision y exactitud establecidos
en el método. El parametro se determina al evaluar, al menos por quintuplicado, la
concentracion mas baja del rango de trabajo y determinando el promedio de las
concentraciones cuantificadas y el coeficiente de variacion (23 Se considera que el punto
tiene validez como limite de cuantificacion si su valor promedio cae dentro del £ 20.0% del

valor nominal con un coeficiente de variacién no mayor que 20.0% ).

Limite de Deteccién

El limite de deteccion corresponde a la minima concentracién de un compuesto en una
muestra el cual puede ser detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo las
condiciones de operacion establecidas. Para determinar el limite de deteccion deben
realizarse diluciones con plasma a partir del limite de cuantificacion a fin de obtener la
concentracion a la cual la sefal del compuesto por analizar en la matriz biolégica puede
distinguirse de los niveles de ruido o de una muestra libre del compuesto de interés. Esta

concentracion no debe cumplir con los criterios de precisidon y exactitud (an,

Selectividad

La selectividad es la habilidad de un método bioanalitico de cuantificar exacta y
especificamente el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos que pudieran
estar presentes en la muestra como es el caso de metabolitos, productos de degradacion

del compuesto de interés y cualquier otro farmaco administrado de manera concomitante
(17)

Para evaluar la selectividad del método se requiere analizar muestras blanco de la matriz
biolégica correspondiente proveniente de por lo menos seis fuentes distintas. Se
considera que el método es selectivo para el compuesto de interés si no existen

interferencias en la cuantificacion del mismo (7).
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Tolerancia

La tolerancia se define como la capacidad del método analitico para obtener resultados
precisos y exactos ante variaciones en sus parametros y condiciones de trabajo como lo
son cambios de pH, disolventes, fase movil, longitud de onda, temperatura, tiempo de
incubacion, etc. La tolerancia es una medida de la confiabilidad del método durante el uso

normal 7).

Las modificaciones que se consideren, deben ser las que cumplan con los criterios de

exactitud y precision antes mencionados.

3.6 Fundamentos de Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas (MS por sus siglas en inglés) es una técnica analitica que
permite la separacion, identificacion y cuantificacion de moléculas, basada en su relacion
masa/carga (m/z), en diferentes matrices (liquidas, solidas), después de su ionizacion 2.
Una vez que la muestra que contiene a la molécula de interés ha sido introducida en el
espectrometro de masas, ya sea directamente o después de algun proceso de
separacion, la muestra es ionizada generando iones cargados positiva y/o negativamente
clasificados segun su relacién masa/carga (m/z) ). Estos resultados se presentan en un
espectro de masas, el cual es una representacion grafica de los iones separados por su
valor de m/z y ajustados de acuerdo al porcentaje de las especies mas abundantes en la

muestra ?4)
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Figura 4. Espectro de masa tipico.
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En la dltima década, la espectrometria de masas ha ganado una prominente posicidon
entre los métodos analiticos debido a su versatilidad, incomparable sensibilidad, y
selectividad y a que, en combinacidn con técnicas de separacion como la cromatografia,
puede ser utilizada para identificar y monitorear moléculas en fluidos biolégicos (23),

3.6.1 Instrumentacién en Espectroscopia de Masas
Un equipo de espectrometria de masas consta de cinco moédulos fundamentales: 1)
sistema de introduccion de muestra, 2) fuente de ionizacion, 3) analizador de masas, 4)

detector y 5) procesador de datos 2.

F |

[Inh‘odua:idn de muestm}

[Fumte de iunizacic’m} — > [Analizadorde masas} e

[Procesadn rde datus]

Figura 5. Componentes de un equipo de espectrometria de masas.

3.6.1.1 Introduccién de la muestra

La introduccidon de la muestra se lleva a cabo mediante un sistema de entrada, el cual
permite la introduccion de una muestra representativa en la fuente de iones con la minima
pérdida de vacio. Para ello, la muestra debe estar presente en fase gaseosa

(vaporizacién) 9.

Se pueden encontrar diferentes tipos de sistemas de entrada como son: 1) Sistemas
indirectos de entrada, 2) Entrada por sonda indirecta y 3) Sistema de entrada

cromatograficos y de electroforesis capilar .

3.6.1.2 Métodos de ionizacion
La formacion de iones del analito es el punto de partida de un analisis por espectrometria

de masas. La funcion de la fuente de ionizacion en un equipo de MS es aplicar energia a
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la muestra para generar moléculas cargadas positiva o negativamente, ya que para medir

las moléculas por MS éstas deben estar “cargadas eléctricamente” ??.

El aspecto de los espectros de masas para distintas especies moleculares depende en
gran medida del método utilizado para la formacion de iones. La fuente de ionizacién debe
elegirse dependiendo de las propiedades de la molécula a analizar, tales como peso

molecular, polaridad, volatilidad, etcétera 2% Los métodos de ionizacion mas usados son:

e lonizacion quimica (Cl)
e lonizacion por impacto eléctronico (El)
e lonizacion por electrospray (ESI)

¢ |onizacion-desorcion asistida por laser (MALDI)

Las fuentes de ionizacidén mas utilizadas en los ensayos bioquimicos son MALDI y ESI. Ya
que este ultimo fue utilizado en el método validado en el presente trabajo, es el que a

continuacioén se describe.

3.6.1.2.1 lonizacién por Electrospray
La ionizacion por Electrospray (ESI) se utiliza para el analisis de biomoléculas, proteinas,

oligonucledtidos, péptidos, carbohidratos, acidos grasos, polimeros sintéticos y farmacos
(26)

Este tipo de ionizacion se realiza bajo presion y temperatura atmosférica. Una solucion
acuosa acida o basica (dependiendo del la muestra) diluida del analito es bombeada a
través de un capilar que esta situado dentro de la fuente de ionizacién del espectrometro y
al cual se aplica un voltaje de 3-4 kV. El liquido comienza a salir de la aguja del capilar,
incrementa su carga y asume una forma coénica. Finalmente llega a un punto critico donde
no puede soportar mas carga eléctrica y la solucion entonces se dispersa en forma de
niebla de pequefas gotas de menos de 10 um de diametro altamente cargadas que
vuelan buscando una superficie de carga opuesta (27) Este proceso es asistido por un gas
nebulizante (generalmente nitrogeno) que es introducido co-axialmente alrededor del
exterior del capilar, el cual ayuda a dirigir al spray que emerge del capilar hacia el

espectrémetro de masas .
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Debido a que las gotas estan altamente cargadas con la misma carga eléctrica se repelen
fuertemente, las gotas vuelan y se dispersan cubriendo un area cada vez mayor y se van
reduciendo de tamafo ya que las moléculas de solvente se evaporan en su superficie, y la

distancia entre las moléculas cargadas disminuye dramaticamente "),

Camara de

Capilar Brap oracion

=/

Figura 6. Esquema general de una ionizacion por ESI

El proceso termina con moléculas cargadas que pueden todavia llevar moléculas de
solvente. El proceso de evaporacién y rompimiento de gotas se repite hasta que el
tamafo y carga de las gotas desorba moléculas protonadas dentro de la fase gaseosa,
donde pueden ser dirigidas en el espectrometro de masas por medio de campos

eléctricos apropiados 7.

Los disolventes usados en ESI se seleccionan basandose en la solubilidad del compuesto
de interés, la volatilidad de los disolventes y la capacidad de este para donar un proton.
Los disolventes proticos mas usados son el metanol, metanol:agua (50:50),
acetonitrilo:agua (50:50), mientras que algunos cosolventes apréticos, como acido
férmico, acido acético y acido trifluoroacético, se emplean para mejorar la solubilidad de

algunos compuestos 9.
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3.6.1.3 Analizadores de masas

Los iones provenientes de la fuente de ionizacion pasan al analizador de masas, que tiene

como funcion separarlos y ordenarlos de acuerdo a su m/z. Para la separacion de iones

con diferente relacion m/z se dispone de varios dispositivos. Lo ideal es que el analizador

fuera capaz de distinguir entre diferencias muy pequefas de masa, ademas de permitir el

paso del numero suficiente para producir corrientes ionicas faciles de medir . Existen

diferentes tipos de analizadores de masas, entre los que se encuentran:

Analizadores de sector magnético: En este tipo de analizador los iones que llegan
de la fuente de iones son acelerados a una gran velocidad, pasando a través de un
sector magnético en el cual se aplica un campo magnético en una direccidn
perpendicular al movimiento de los iones. Su resolucién se ve limitada ya que no todos
los iones que llegan de la fuente de iones tienen la misma energia ni la misma

velocidad @7,

Analizadores de masas de tiempo de vuelo: En estos aparatos se producen los
iones positivos periédicamente por bombardeo de la muestra con impulsos de
electrones, de iones secundarios o de fotones generados por laser. Los iones
producidos de esta forma son acelerados en un tubo analizador libre de campo
mediante un campo eléctrico. La separacién de los iones en funcion de la masa se

produce durante su recorrido hacia el detector, situado al final del tubo (25),

Analizadores de trampa de iones: Es un dispositivo en el que los cationes o0 aniones
gaseosos pueden formarse y quedar confinados durante largos periodos de tiempo por
la accién de campos eléctricos y/o magnéticos. Los espectrometros de trampa de

iones son mas robustos, compactos y mas econdmicos que los anteriores (25),

Espectrometros de masas de cuadrupolo: Este tipo de analizador esta compuesto
de cuatro barras organizadas paralelamente a las que se les aplica una combinacién
de campos magnéticos y electrostaticos cuidadosamente seleccionados. Los iones se
extraen de la fuente de iones y son acelerados dentro del espacio central formado por
el cuadrupolo a lo largo del eje longitudinal hacia el detector. Sélo iones de un valor
m/z especifico evitaran colisionar con las barras y pasaran el filtro cuadrupolo hasta

alcanzar el detector 7,
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El valor de m/z que es transmitido por el cuadrupolo esta determinado por el voltaje de
radiofrecuencia (RF) y por el potencial de corriente directa (DC) aplicados a las barras.
Los cuatro electrodos estan conectados en pares y el potencial RF es aplicado en dos
de estos pares de electrodos. Durante la primer parte del ciclo, la RF de las barras
superiores e inferiores esta en un potencial positivo y las barras izquierda y derecha en
un potencial negativo, de modo que los iones positivos se direccionan en el plano
horizontal. Durante la segunda mitad del ciclo la polaridad de las barras se invierte
cambiando el campo eléctrico, por lo que los iones se direccionan en el plano vertical.
El campo del cuadrupolo continda alternandose a medida que los iones viajan a través
del analizador de masas, generando una onda tridimensional debido al movimiento de

los iones %829,

Al seleccionar la RF adecuada, el cuadrupolo actia como un filtro que rechaza los
iones con valores m/z bajos ya que estos, al poseer una mayor velocidad de
aceleracion, presentan una onda de mayor amplitud que les ocasiona choques con los
electrodos y, en consecuencia, no pueden alcanzar el detector. Por su parte, el voltaje
de DC aplicado a través de las barras del analizador se combina con el potencial RF y

actlia como en filtro para los iones con m/z altos %29,

D etector
>

barras del cuadrupolo

Tones

10n resonante

ion no resonante

Figura 7. Diagrama de un espectrometro de masa cuadrupolar.
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3.6.1.4 Detectores

Los iones procedentes del analizador de masas llegan al detector, el cual generalmente
esta constituido por un catodo emisor que al recibir el impacto producido por las particulas
cargadas emite electrones. Estos electrones son acelerados hacia un dinodo que emite
varios electrones mas al recibir el impacto de cada electron. Este proceso se repite varias
veces hasta obtenerse una cascada de electrones que llega al colector lograndose una
corriente fuertemente amplificada, por un procedimiento muy similar al que se utiliza en

los tubos fotomultiplicadores 9.

Finalmente, la sefal amplificada es enviada al procesador de datos en donde esta

informacion se registra en forma de espectro de masas.

3.6.2 Espectrometria de Masas/Masas

La espectrometria de masas MS/MS se caracteriza por el acoplamiento de dos
analizadores de masas separados por una camara de colisiéon, lo que permite el control de
la formacién tanto de iones moleculares como de fragmentos i6nicos. Una vez que la
muestra ha sido introducida, sufre una ionizacién suave por ESI para adquirir carga v,
posteriormente, pasa al primer analizador de masas (MS1) en donde los componentes de
la muestra se separan y ordenan de acuerdo a su m/z. Los iones pasan por la celda de
colisién en donde se generan fragmentos como producto de su colisién con un gas inerte
(por ejemplo argén) por medio de un proceso denominado activacion colisional o
disociacion inducida por colision. Los fragmentos resultantes pasan por el segundo
analizador de masas (MS2), en donde se pueden correlacionar con las moléculas intactas

producidas en el MS1. Los resultados se registran en forma de espectro de masas 439,

Con esta técnica se pueden detectar y cuantificar selectivamente multiples analitos dentro
de una familia de compuestos. También se puede obtener informacion estructural acerca
de un compuesto a través de la formacion de fragmentos especificos y es util para

descubrir compuestos en mezclas complejas de acuerdo a su patrén de fragmentacion
(22)
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Figura 8. Diagrama de un espectrometro MS/MS.
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PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reactivos, material y equipo

e Reactivos y especimenes biol6gicos
Agua purificada
Metanol grado LC/MS marca Fluka
Metanol grado cromatografico marca Fermont
Acetonitrilo grado LC/MS marca Fermont
Metilamina grado RA marca Fluka
Ditiotrietol para electroforesis marca Sigma
Acido trifluoroacético 99% para espectroscopia UV marca Fluka
Plasma humano congelado bajo condiciones normales, lipidémicas y hemolizadas, con
etiqueta de sangre segura y resultado negativo a las pruebas de HIV, VHC, AgSHB, Sifilis
y Chagas.

e Sustancias de referencia
Erdosteina (Lote AES-08-030 pureza 100.5%)
Metabolito M1 (Lote S-1283-0150A1 pureza 96.8%)
Tartrato de metoprolol (Lote: 58A-6)
Cafeina anhidra USP (Lote: J1D241)
Acido Salicilico USP (Lote: KOF112)
Acetaminofén USP (Clave: ER613)
Naproxeno Sadico USP (Lote: I-1)

e Materiales
Tubos de plastico de 1.5y 2.0 mL
Pipetas automaticas
Pipeta de descarga multiple
Pipetas Pasteur
Puntas para micropipetas

Puntas para pipeta de descarga multiple

27



CAPITULO 4 PARTE EXPERIMENTAL

Bulbos para pipetas Pasteur

Espatulas

Matraces volumétricos de 5, 10, 25, 100 y 1000 mL
Microviales

Tapas y septos para microviales

Gradillas

Criocajas

e Equipos
Balanza analitica Melttler-Toledo
Microbalanza Melttler-Toledo
Sistema desionizador de agua Milli-Q System-Waters
Ultracongelador Harris
Horno con vacio Vacucell
Ultra microcentrifuga Hettich
Agitador Vortex-T Genie 2
Crondmetro digital Sper Scientific
Ultrasonido Branson 8510
Espectrémetro de masas Waters LC/MS/MS Quattro Premiere™ XE de cuadrupolo en
tandem
Bomba binaria Waters modelo 1525u
Automuestrador Waters modelo 29090
Computadora IBM, Software MassLynx V. 4. 1

4.2 Preparacion de soluciones de trabajo

Solucién de Extraccién
Transferir 80 mL de acetonitrilo a un matraz volumétrico de 100 mL, adicionar una alicuota
de 0.5 mL de &cido trifluoroacético concentrado y 0.2 mL de metilamina, mezclar y llevar a

volumen con agua purificada.

28



CAPITULO 4 PARTE EXPERIMENTAL

Fase movil A

En un matraz volumétrico de 1000 mL colocar 500 mL de agua purificada, adicionar 0.5
mL de acido trifluoroacético concentrado y 0.18 mL de metilamina. Aforar con agua
purificada. Verter dicha dilucion en el frasco correspondiente a la FM-A y sonicar durante

15 min.

Fase movil B
La fase mévii B es metanol grado cromatografico o LC/MS, verterlo al frasco

correspondiente a la leyenda de FM-B. Sonicar durante 15 min.

Solucién de Inyeccién metanol-fase movil A (10:90)
Transferir 5 mL de metanol LC/MS y mezclar con 45 mL de FM-A. Reservar en un

contenedor tapado hasta su uso.

Solucién 1 de lavado del inyector (lavado débil)
Mezclar 100 partes de metanol LC/MS con 100 partes de agua purificada. Degasificar por

10 min.

Solucion 2 de lavado del inyector (lavado fuerte)
Mezclar 100 partes de metanol LC/MS, 100 partes de acetonitrilo y 100 partes de agua

purificada.

Solucion de Ditiotrietol (DTT)
Depositar en un matraz volumétrico de 25 mL, 0.771 g de ditiotrietol, disolver y llevar a

volumen con agua purificada. Concentracion final 200 mM.

4.3 Preparacion de las soluciones estandar, adecuacion del sistema, curva de

calibraciéon y puntos control de Erdosteina 'y Metabolito M1

Solucion Stock de Erdosteina (SS-E)
Pesar el equivalente a 5mg de Erdosteina previamente secada a 80°C durante 3 horas

con vacio. Transferir a un matraz volumétrico de 10 mL y disolver con 0.5 mL de metanol
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LC/MS. Una vez disuelto, llevar a volumen con agua purificada. Sonicar por 2 minutos.

Concentracion final de Erdosteina de 0.5 mg/mL.

Solucidon estandar de Erdosteina (SE-E)
En un matraz volumétrico de 10 mL tomar una alicuota de 1 mL de la solucion SS-E y

llevarlo a volumen con agua purificada. Concentracion final de Erdosteina de 50 pg/mL.

Solucidn stock de Metabolito M1 (SS-M1)
Transferir el equivalente a 5 mg de Metabolito M1 a un matraz volumétrico de 5mL y llevar

a volumen con agua purificada. Concentracién final para Metabolito M1 de 1 mg/mL.

Solucidon estandar de Metabolito M1 (SE-M1)
En un matraz volumétrico de 5 mL tomar una alicuota de 0.5 mL de la soluciébn SS-M1 y
llevarlo a volumen con agua purificada. Concentracion final de Metabolito M1 de 100

pg/mL.

Solucion concentrada de Metoprolol (SCM)
Transferir 10 mg de Tartrato de metoprolol, pesados con exactitud, a un matraz
volumétrico de 10 mL. Disolver con 200 pL de metanol LC/MS vy llevarlos a volumen. La

concentracion final de Tartrato de metoprolol es de 1 mg/mL.

Soluciones diluidas de Metoprolol (SDM)

Realizar dos diluciones consecutivas en matraces aforados comenzando con una alicuota
de 100 pL de la solucién SCM para llevar a un volumen de 10 mL con agua purificada.
Esta solucion presenta una concentracion de 10 pg/mL. De la dilucion anterior tomar 1 mL

y llevar a 100 mL con agua purificada, obteniendo una concentracion de 100 ng/mL.

Solucién de adecuacion del sistema (SA)

Transferir una alicuota de 160 L de la solucion SE-E y una alicuota de 50 pyL de SS-M1 a
un tubo de plastico conteniendo previamente 790 pL de agua (dilucion 1). De la dilucion
anterior, tomar 100 L y adicionar 1900 pL de FM-A (dilucién 2). Tomar 200 pL de la
dilicion 2 y realizar del paso 3 al 7 del método de procesamiento de la muestra. Tomar 50

pL y diluir con 100 uL de la solucién de inyeccién e inyectar al sistema.
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Curvade calibracién y Puntos control

A partir de las soluciones de Erdosteina y Metabolito M1 preparadas como se indica en
parrafos anteriores, se realizaron los puntos de la curva de calibracion siendo estos de 50,
100, 150, 250, 350, 500, 1000, 1500 y 3000 ng/mL para Erdosteina y de 200, 400, 800,
1600, 3000, 6000, 7500, 10000 y 15000 ng/mL para el Metabolito M1. También se
prepararon los puntos control de 125 (bajo), 400 (medio) y 2500 (alto) ng/mL para
Erdosteina y de 600 (bajo), 2500 (medio) y 12000 (alto) ng/mL para Metabolito M1.

Las tablas 3 y 4 presentan la metodologia seguida para la preparacion los puntos de la

curva de calibracién asi como los puntos control.

Tabla 3. Concentraciones parciales de la curva de calibracion y los puntos control

Curva de calibracion
[Erdosteina] AI'%lJeOta [Metabolito AI'EUeOta Volumen | [Erdosteina] | [Metabolito

inicial . M1] inicial . de H,O parcial M1] parcial

(ng/mL) Erdosteina (ng/mL) Metabolito (uL) (ng/mL) (ng/mL)
(BL) M1 (uL)

50000 20 100000 40 940 1000 4000

50000 40 100000 80 880 2000 8000

50000 60 100000 160 780 3000 16000

50000 100 100000 320 580 5000 32000

50000 140 1000000 60 800 7000 60000
500000 20 1000000 120 860 10000 120000
500000 40 1000000 150 810 20000 150000
500000 60 1000000 200 740 30000 200000
500000 120 1000000 300 580 60000 300000

Puntos control Bajo, Medio y Alto

50000 50 100000 120 830 2500 12000

50000 160 1000000 50 790 8000 50000
500000 100 1000000 240 660 50000 240000
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Tabla 4. Concentraciones finales de la curva de calibracion y puntos control.

Curva de calibracion
[Erdosteina] | [Metabolito Alicuota Volumen | [Erdosteina] | [Metabolito
parcial M1] parcial | Erdosteina/ de final M1] final
(ng/mL) (ng/mL) Metabolito plasma (ng/mL) (ng/mL)
M1 (uL) (ML)
1000 4000 100 1900 50 200
2000 8000 100 1900 100 400
3000 16000 100 1900 150 800
5000 32000 100 1900 250 1600
7000 60000 100 1900 350 3000
10000 120000 100 1900 500 6000
20000 150000 100 1900 1000 7500
30000 200000 100 1900 1500 10000
60000 300000 100 1900 3000 15000
Puntos control Bajo, Medio y Alto
2500 12000 100 1900 125 600
8000 50000 100 1900 400 2500
50000 240000 100 1900 2500 12000

4.4 Desarrollo del método analitico para la cuantificacion de Erdosteina y Metabolito

M1 en plasma humano

Debido a que el método analitico habia sido desarrollado previamente, a continuacion se

resumen los puntos principales.

4.4.1 Espectros de Masas

Previamente, se obtuvieron los espectros de masas de Erdostreina, Metabolito M1 y
Tartrato de metoprolol obteniéndose patrones de fragmentacion similares a  los
reportados en la literatura consultada G %2 33 Se utilizé6 una fuente de ionizacién por
electrospray en modo positivo (ES™) y un tipo de Monitoreo de Reaccién Mdltiple (MRM).
Estas condiciones del detector permitieron una mayor intensidad de la respuesta en

espectrometria de masas.
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4.4.2 Condiciones cromatograficas

Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron las siguientes:

e Columna Luna C35 2.0 x 20 mm, 3 pm.

e Guarda columna Security guard C;g de 4.0 x 2.0 mm
e Temperatura del inyector: 8°C

e Temperatura de la columna: 30 + 2°C

e Volumen de inyeccion: 5.0 uL

e Gradiente de elucioén:

Tabla 5. Gradiente de elucion durante la inyeccion.

Tiempo | % FM-A | %FM-B (mFI_Iyrjnoin)
0.00 5 95
2.00 60 40
2 50 60 40
3.50 100 0 0.3
4.50 100 0
5.50 5 95
6.00 5 95

¢ Respuesta medida: &rea relativa (analito/estandar interno)

4.4.3 Método de extraccion de fluido biolégico
Las condiciones finales para la extraccion de Erdosteina y el Metabolito M1 en plasma

humano fueron las siguientes:

Tomar 200 pL de muestra de plasma previamente agitada.

Adicionar 50 yL de DTT y agitar por 1 hora en agitador horizontal.
Adicionar 50 pL de solucion de estandar interno (Tartrato de metoprolol).
Agitar en vortex durante 10 segundos.

Adicionar 250 pL de la solucion de extraccion.

Agitar en vortex durante 2 minutos.

Centrifugar durante 10 minutos a 18000 rpm y 15°C.

© N o g bk~ 0D P

Transferir 50 pL del sobrenadante a un inserto y adicionar 100 pL de solucion de

inyeccion, agitar durante 5 segundos e inyectar 5 pL al sistema.
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4.5 Validacion del método analitico para la cuantificacion de Erdosteina 'y Metabolito
M1 en plasma humano

Para llevar a cabo la validacion del método analitico se disefio una corrida analitica de
acuerdo a lo establecido en el PNO correspondiente. Dicha corrida analitica consté de
cinco muestras de adecuacion del sistema, un blanco de reactivos, un blanco de plasma,
un blanco de plasma con estandar interno y una curva de calibracion, los cuales eran
procesados siguiendo lo sefialado en el punto 4.4.3. A estas muestras les seguian las
correspondientes a los experimentos realizados cada dia, formando asi la corrida analitica

completa.

Para poder considerar valida la corrida analitica, el criterio de aceptacién propuesto
menciona que las muestras blanco no deben presentar sefiales que interfieran con los
picos cromatograficos de los compuestos de interés y que la respuesta de las 5
inyecciones sucesivas de la solucion de adecuacion del sistema (SA) debe presentar un

coeficiente de variacion (% C.V.) menor o igual a 10.0%.

4.5.1 Rango
Se consider6 como el rango de este método analitico a aquel intervalo de

concentraciones a lo largo del cual se demostro linealidad, exactitud y precision.

Con base en los resultados obtenidos en experimentos previos de linealidad, exactitud y
precision, se determind que el rango de este método analitico es de 50 a 3000 ng/mL para
la Erdosteina y de 200 a 15000 ng/mL para el Metabolito M1.

4.5.2 Recuperacion absoluta

Para determinar si el método analitico permitia cuantificar los compuestos deseados en
las muestras de plasma de manera eficiente, se evalu6 el porcentaje de recuperacion
para cada uno de los analitos de interés (Erdosteina y Metabolito M1), asi como del

estandar interno (Tartrato de metoprolol).

De igual modo, se evalud el efecto matriz debido a que algunos componentes enddégenos
de la matriz biolégica pueden eluir junto con los compuestos de interés, causando una

alteracion en la ionizacion de la muestra (realce o supresion). Este efecto se evalu6 al
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comparar la respuesta del analito de interés en solucién con la respuesta del analito

adicionado a un blanco de plasma.

4.5.2.1 Recuperacion de blancos de plasmay muestras adicionadas
Se prepararon por quintuplicado muestras de Erdosteina y de Metabolito M1 a las
concentraciones de los puntos control (125, 400 y 2500 ng/mL y 600, 2500 y 12000 ng/mL

respectivamente) utilizando blancos de plasma.

Adicionalmente, se prepararon soluciones acuosas con Erdosteina y Metabolito M1 a las
mismas concentraciones. Estas soluciones se realizaron con el diluyente empleado en los
blancos de plasma procesados, para obtener las mismas concentraciones de las
muestras adicionadas después de procesar. Las muestras se prepararon por

quintuplicado.

Se calculé el promedio de las respuestas, la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion para Erdosteina y Metabolito, asi como el porcentaje de recuperacién absoluta
para los analitos en plasma y la respuesta promedio correspondiente en los blancos
adicionados. Con estos resultados, se determiné el porcentaje de recuperacion para todas
las concentraciones probadas, asi como el promedio global. Lo anterior se describe en la

siguiente férmula:

% Recuperacion absoluta =| _ Respuesta promedio en plasma | X 100
Respuesta promedio en soluciéon

Para el caso del estandar interno (Tartrato de metoprolol), se obtuvo el promedio y el
coeficiente de variacion (% C.V.) del area de la respuesta de los blancos adicionados y en
las muestras plasmaticas y se calculd el porcentaje de recuperacion absoluta al comparar
el area promedio en plasma con la respuesta promedio correspondiente en los blancos
adicionados.

Como criterios de aceptacion se establecié que el porcentaje de recuperacion obtenido
por nivel para Erdosteina, Metabolito M1 y Tartrato de metoprolol no debe variar en *

15.0% del porcentaje de recuperacién promedio de los tres niveles evaluados. Ademas,
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los coeficientes de variacion, tanto de las respuestas para cada nivel de concentracion

como el de la recuperacion del estandar interno, deberan ser menores al 15.0%.

4.5.3 Linealidad

La linealidad del método analitico se evalué a fin de seleccionar un modelo que
describiera la relacion matematica entre concentracion y respuesta. Para ello, se
prepararon tres curvas de calibracion de manera independiente (una por dia) en plasma a
concentraciones de 50, 100, 150, 250, 350, 500, 1000, 1500 y 3000 ng/mL para
Erdosteina y de 200, 400, 800, 1600, 3000, 6000, 7500, 10000 y 15000 ng/mL para el
Metabolito M1.

Se determin6 que el modelo matematico log/log era el que se ajustaba mejor a los datos
obtenidos permitiendo describir la relacion entre la concentracién y la respuesta. Se
calcul6é la ordenada al origen, la pendiente y el coeficiente de determinaciéon (r?). Las
concentraciones de Erdosteina y Metabolito M1 para cada punto se calcularon al
extrapolar las respuestas experimentales en la recta generada, obteniéndose el

porcentaje de desviacion absoluta mediante la siguiente formula:

% Desvicion absoluta = |Concentracién nominal — Concentracién calculada | X 100
Concentraciéon nominal

El criterio de aceptaciéon para la linealidad del método sefiala que el coeficiente de
determinacion para las curvas debe ser mayor o igual a 0.98 y que, tanto el porcentaje de
desviacion absoluta como el coeficiente de variacion obtenidos en cada nivel de
concentracion, deben ser menor o igual a 15.0%, a excepcion del punto C1 que debe ser

menor o igual al 20.0%.

4.5.4 Precision
La evaluacion de la precision se llevé a cabo mediante la determinacion de la repetibilidad

y la reproducibilidad.

4.5.4.1 Repetibilidad
Para evaluar la repetibilidad se prepararon muestras adicionadas en plasma a

concentraciones de 125, 400 y 2500 ng/mL (nivel bajo, medio y alto) para Erdosteina y
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600, 2500 y 12000 ng/mL (nivel bajo, medio y alto) para el Metabolito M1, las cuales se
procesaron por quintuplicado empleando el método analitico propuesto es la seccion 4.4.3
y se inyectaron al cromatégrafo. Se cuantificO la concentracion de las muestras al
interpolar la respuesta en la curva de calibracion y se calculé el promedio, desviacion

estandar y coeficiente de variacion (% C.V.) para cada nivel probado.

El criterio de aceptacion menciona que el método es repetible si el coeficiente de variacion
no excede al +15.0%.

4.5.4.2 Reproducibilidad

La determinacion de la reproducibilidad del método se realizd durante tres dias. Cada dia
se prepard una curva de calibracion y muestras adicionadas en plasma a concentraciones
de 125, 400 y 2500 ng/mL para Erdosteina y 600, 2500 y 12000 ng/mL para el Metabolito
M1. Las muestras se procesaron por triplicado utilizando el método analitico propuesto en
la seccidn 4.4.3 y se inyectaron al cromatografo.

La respuesta de los puntos control se interpolaron en la curva de calibracién preparada el
dia de analisis y se calculd la concentracion de las muestras. Para cada nivel de
concentracion se calcul6 el promedio y la desviacion estandar, mientras que el coeficiente
de variacion se calcul6 por nivel y global.

Segun el criterio de aceptacion, el método es reproducible si el coeficiente de variacion

para cada nivel de concentracion, asi como el global, no es mayor al +15.0%.

4.5.5 Exactitud

La exactitud del método se determind a partir de las concentraciones cuantificadas en las
pruebas de precision. Para cada nivel de concentracion se calculé el promedio de las
concentraciones calculadas y, a partir de este valor, se obtuvo la desviacion estandar
absoluta del promedio de las concentraciones respecto a la concentracion nominal de las

muestras de los tres dias consecutivos de la prueba.

En este caso, el criterio de aceptacion indica que el porcentaje de desviacion estandar
absoluta por concentraciéon y global debe ser menor o igual al 15.0% respecto al valor
nominal.
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4.5.6 Estabilidad

La evaluacién de este parametro nos permitio demostrar la estabilidad de Erdosteinay de
su Metabolito M1 en la matriz biolégica durante el tiempo y condiciones de
almacenamiento y procesamiento de las muestras.

4.5.6.1 Estabilidad a largo plazo

Se prepararon puntos control de Erdosteina y Metabolito M1 en plasma a concentraciones
de 125, 400 y 2500 ng/mL para Erdosteina y de 600, 2500 y 12000 ng/mL para el
Metabolito M1. De cada uno de los puntos se tomaron tres alicuotas, las cuales se
analizaron junto con una curva de calibracion de acuerdo a lo descrito en el punto 4.4.3.
El volumen restante se almacend a -70° C por un periodo de 38 dias. Al término de este
periodo, las muestras se descongelaron y se analizaron por triplicado junto con una curva

de calibracion preparada el dia de andlisis.

A partir de las muestras descongeladas, se obtuvo la concentraciéon para cada nivel de
acuerdo al método, se calcul6 el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion.
La concentracién de los puntos control antes del proceso de congelacion (concentracion
inicial) se compard con la concentracion obtenida a los 38 dias de almacenamiento a
-70°C (concentracion final) y se determind el porcentaje de diferencia relativa de la

concentracion final respecto a la concentracion inicial mediante la siguiente formula:

% Diferencia relativa = [Concentracién calculada inicial — Concentraciéon calculada finaﬂ X 100

Concentracion calculada inicial

Segun el criterio de aceptacion, se considera que la muestra es estable durante el
almacenamiento a largo plazo si, para cada nivel de concentracion, el promedio de las
concentraciones finales no difiere en £ 15.0% de la concentracion inicial y si el coeficiente

de variacién no es mayor al 15.0% en los niveles probados.

4.5.6.2 Estabilidad en la mesa de trabajo
Para evaluar la estabilidad en la mesa de trabajo se prepararon muestras plasmaticas de

Erdosteina y del Metabolito M1 a los tres niveles de concentracién ya mencionados, las
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cuales se almacenaron a -70° C durante 24 horas. Después de este periodo las muestras
se descongelaron, se tomaron tres alicuotas de cada nivel de concentracion, se
procesaron inmediatamente segun lo descrito en la seccion 4.4.3 y se analizaron. El
volumen restante de las muestras control se mantuvo sobre la mesa de trabajo durante 8
horas a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, las muestras se procesaron por

triplicado y se analizaron.

Se obtuvo la concentracion de ambas series, se calculé el promedio, desviacién estandar
y coeficiente de variacion entre las réplicas, asi como el porcentaje de diferencia relativa,
siendo la concentracion final la de las muestras que se mantuvieron a temperatura
ambiente y la concentracion inicial la cuantificada a partir de las muestras que se

procesaron inmediatamente.

Por criterio de aceptacién se establece que las muestras se consideran estables en la
mesa de trabajo durante 8 horas si la concentracion final no difiere en = 15.0% de la

concentracion inicial y se cumple con los criterios de precision y exactitud

4.5.6.3 Estabilidad de la muestra procesada

Se prepararon muestras plasmaticas a las concentraciones de 125, 400 y 2500 ng/mL de
Erdosteina y 600, 2500 y 12000 ng/mL del Metabolito M1 y se procesaron por triplicado de
acuerdo a lo propuesto en el punto 4.4.3. Se inyectaron al cromatégrafo inmediatamente
después de ser procesadas (tiempo cero). Al terminar la corrida analitica, las muestras se
mantuvieron en el automuestreador durante 48 horas y, transcurrido este tiempo, se

reinyectaron.

Se obtuvo la concentracion, el promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacion
para cada nivel evaluado, asi como el porcentaje de diferencia relativa de la
concentracion final (muestras después de 48 horas) respecto a la concentracion al tiempo

cero.

Las muestras se consideran estables en el automuestreador si el promedio de las
concentraciones finales no difiere en £+ 15.0% del promedio de las concentraciones

obtenidas al tiempo cero y si el coeficiente de variacion no es mayor al 15.0% en los
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niveles probados, esto de acuerdo a lo establecido en el criterio de aceptacion

correspondiente.

4.5.6.4 Estabilidad a los ciclos de congelacién-descongelacion

Se prepararon dos series de muestras plasmaticas a los tres niveles de concentracion
establecidos para Erdosteina y para el Metabolito M1. Una de estas series se sometié a
dos ciclos de congelacién—descongelacion con un intervalo de 24 horas entre cada ciclo,
mientras que la otra se mantuvo en congelacion durante el mismo periodo de tiempo. Una
vez terminados los ciclos, ambas series de muestras se procesaron por triplicado segun lo
descrito en 4.4.3 y analizaron.

Se obtuvo la concentracién para cada muestra, el promedio, desviacion estandar y
coeficiente de variacion, asi como el porcentaje de diferencia relativa entre la
concentracion de las muestras sometidas a los ciclos de congelacion-descongelaciéon
(concentracion final) respecto a la concentracién de las muestras que se mantuvieron en

congelacion (concentracion inicial).

El criterio de aceptacion establece que las muestras se consideran estables a ciclos de
congelacion-descongelacién si el porciento de diferencia relativa entre la concentraciéon
final de las muestras con respecto a la concentracién inicial no es mayor al +15.0% vy el

coeficiente de variacion por nivel de concentracion no es mayor al 15.0%.

4.5.7 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion se determing, tal como se establecio en el PNO de CAFET, al
analizar por sextuplicado muestras de plasma conteniendo Erdosteina y Metabolito M1 en
una concentracion de 50 ng/mL y 200 ng/mL respectivamente, las cuales equivalen al

punto mas bajo de la curva de calibracion.

Se calculé la concentracion de Erdosteina y Metabolito M1 al interpolar la respuesta de
cada una de las réplicas en la curva de calibracién. Se obtuvo el promedio, la desviacion

estandar (D.E) y el coeficiente de variacion (% C.V.).

Para que la concentracion dada pueda ser considerada como el limite de cuantificacion

debe cumplir con el criterio de aceptacion, el cual indica que, para ambos analitos, el
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coeficiente de variacion y el porcentaje de diferencia de la concentracién cuantificada

respecto a la concentracion nominal deben ser menor o igual al +20.0%,

4.5.8 Limite de deteccidn
El limite de deteccién del método analitico se determind al realizar diluciones del limite de
cuantificaciéon con plasma en una proporcién 1:1 y 1:2, las cuales se procesaron por

sextuplicado.

El criterio de aceptacion dice que se debe considerar como el limite de deteccion a la
concentracion minima de Erdosteina y Metabolito M1 en plasma que es detectable,

aunque esta no cumpla con los criterios de precision y exactitud.

4.5.9 Selectividad

La evaluacion de la selectividad consistié en los siguientes puntos:

4.5.9.1 Compuestos endbgenos de la matriz biolégica
Se prepararon muestras blancos de plasma obtenidas de 6 fuentes distintas y se

procesaron de acuerdo a lo propuesto en el punto 4.4.3.

El criterio de aceptacion establecido para este caso consistia en la demostracion de que
ninguno de los blancos de plasma presentaba sefial a los tiempos de retencién de la
Erdosteina y el Metabolito M1.

4.5.9.2 Farmacos de uso comun

Se prepararon muestras adicionadas con los siguientes analitos a una concentracion de
10000 ng/mL: Cafeina, Acido salicilico, Acetaminofen y Naproxeno sodico. Estas
muestras se procesaron como los blancos de plasma y se inyectaron al sistema

cromatografico.

Para cumplir con el criterio de aceptacion, ninguno de estos compuestos podra presentar
interferencia al tiempo de retencion de los analitos de interés (Erdosteina y Metabolito
M1).
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4.5.10 Tolerancia
Se evaluo la tolerancia del método analitico al uso de blancos de plasma hemolizados y
lipidémicos con el fin de asegurar la confiabilidad del método en caso de que una muestra

presente alguna de estas caracteristicas.

4.5.10.1 Tolerancia a plasma hemolizado y lipidémico

La evaluacion de la tolerancia del método consistié en la preparacién de dos series de
puntos control de Erdosteina y del Metabolito M1 a las concentraciones de 125, 400 y
2500 ng/mL y 600, 2500 y 12000 ng/mL respectivamente. Una de las series se preparé
utilizando una matriz plasmética hemolizada y la otra con una matriz plasmatica
lipidémica. Las muestras se analizaron por quintuplicado segin el método analitico
propuesto, obteniéndose la concentracion para Erdosteina y el Metabolito M1 al interpolar
el valor de la respuesta para cada muestra en la curva de calibracién preparada el mismo
dia de andlisis. A partir de las concentraciones cuantificadas se calculé el promedio,
desviacién estandar y coeficiente de variaciéon, asi como el porcentaje de diferencia

relativa de las concentraciones cuantificadas respecto a la concentracion nominal.

El criterio de aceptaciéon para este parametro menciona que se puede considerar que el
método es tolerante a muestras hemolizadas y lipidémicas si el promedio de las
concentraciones cuantificadas no difiere en + 15.0% de la concentracion nominal y si el

coeficiente de variacién no es mayor al 15.0% en los niveles probados.

4.5.11 Acarreamiento

La evaluacion del acarreamiento es de suma importancia al emplear equipos tales como
el Espectrometro de masas, ya que nos permite determinar la existencia de residuos de
analito que fueran acarreados entre corridas y que interfirieran con la cuantificacion. El
parametro se evalud el dltimo dia de la validacién intercalando una fase moévil cada nueve

muestras en la corrida analitica.

Se establecid, de acuerdo al PNO de CAFET, que durante la rutina de inyeccion las fases
moviles no deben de presentar ninguna sefial cromatografica a los tiempos de retencion
de Erdosteina ni del Metabolito M1.
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4.6 Aplicaciéon del método al andlisis de muestras plasméaticas de 10 sujetos

Una vez terminada la validacion del método bioanalitico, se llevo a cabo un estudio piloto
para la cuantificacion de Erdosteina y su Metabolito M1 en muestras plasméticas. En el
estudio participaron 10 voluntarios sanos de sexo masculino, a los cuales se les
administré una dosis Unica de 300 mg de Erdosteina.

Se tomaron muestras sanguineas a los tiempos 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 1.5, 1.75, 2.0,
2.5, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0 y 10.0 horas, separando el plasma por centrifugaciéon. Las
muestras fueron obtenidas en la Asociacién Mexicana para la Investigacion Clinica, A.C.
(AMIC) donde se mantuvieron a -70° C hasta su traslado al Centro A.F. de Estudios
Tecnoldgicos, S.A. (CAFET) donde fueron almacenadas a iguales condiciones. Las
muestras se descongelaron el dia de andlisis, se tomaron 200 uL y se analizaron

empleando el método descrito en la seccion 4.4.3.

Se obtuvo la concentraciéon cuantificada de Erdosteina y el Metabolito M1 para todos los
tiempos de muestreo de cada sujeto interpolando las respuestas de las muestras en una
curva de calibracién preparada el mismo dia de analisis. A partir de estos datos, se
calcularon los parametros farmacocinéticos para cada sujeto empleando el programa
WinNonLin 4.0 (Pharsight, Mountain View. Ca USA) utilizando un ajuste de modelo

independiente, obteniéndose los valores correspondientes a Cmax, Tmaxs ti2, ABCot Y

ABCO.co .
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RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 Espectros de masas

Las figuras 9 y 10 muestran el espectro de masas obtenido para Erdosteina y para el
Metabolito M1. En estas figuras se puede observar que el ion precursor de Erdosteina
tiene un valor de 280.776 m/z y el ion fragmento un valor de 244.854 m/z. Por su parte,
los valores del ion precursor y del ion fragmento del Metabolito M1 son de 298.863 m/z y

267.839 m/z respectivamente.

Scan ES+ 5.00e8
100

=
280.778] 594 g7
213.768 234,854
176777 ; 301,814
64,524 267.965
65.991 WT.5% 207.802 i 312.804
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Figura 9. Espectro de masas de Erdosteina.
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Figura 10. Espectro de masas del Metabolito M1.

La figuras 11 corresponde al espectro de masas para Tartrato de metoprolol. En ella se
aprecia que el ion precursor y el ion fragmento tienen un valor de 268.020 m/z 'y 115.902

m/z respectivamente.
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Figura 11. Espectro de masas de Tartrato de metoprolol.
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5.2 Tiempos de retencion
La figura 12 muestra los cromatogramas representativos de Erdosteina, Metabolito M1 y

Tartrato de metoprolol en plasma.

En dicha figura se puede observar que el tiempo de retencion de Erdosteina es de 1.27

minutos, el del Metabolito M1 es de 1.73 minutos y el de Tartrato de metoprolol es de

2.32 minutos.
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Figura 12. Cromatogramas tipicos de Erdosteina, Metabolito M1 y Tartrato de metoprolol.

5.3 Adecuacion del sistema

En la tabla 6 se muestran los coeficientes de variacion de la adecuacion del sistema
obtenidos durante los dias de la validacion del método. Debido a que los coeficientes de
variacion para la respuesta de ambos compuestos de interés no excede el 10.0 %, se

deduce que se cumple con el criterio de aceptacion establecido.

Tabla 6. Coeficientes de variacion de la adecuacion
del sistema durante los 6 dias de validacion.

% Coeficiente de variacién de
Dia de la respuesta (n=5)
analisis Erdosteina Metabolito M1
1 3.12 3.08
2 2.70 1.67
3 0.58 1.16
4 8.29 5.29
5 5.14 3.74
6 3.85 6.36
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5.4 Validacion del método analitico
Los resultados para cada uno de los parametros evaluados durante la validacion del

meétodo bioanalitico se muestran a continuacion:

5.4.1 Recuperacioén absoluta

5.4.1.1 Recuperacion de blancos de plasma y muestras adicionadas

Las tablas siguientes muestran los resultados obtenidos en la evaluacién de recuperacion
absoluta. En ellas se observa que el porcentaje de recuperacion promedio fue cercano al
100% y que el porcentaje de recuperacién obtenido por nivel de concentracion (bajo,
medio y alto) para Erdosteina, Metabolito M1 y Tartrato de metoprolol no varia en + 15.0%
del porcentaje de recuperacion promedio, es decir, la diferencia del porcentaje de
recuperacion entre niveles es menor al £ 15.0%. Ademas los coeficientes de variacion,
tanto de las respuestas para cada nivel como de la recuperacion del estandar interno, son

menores al 15.0%.

En las tablas 7 y 8 se muestran las areas de la respuesta de Erdosteina en las muestras
acuosas y plasmaticas para los diferentes niveles de concentracion, ademas de la
recuperacion absoluta y la diferencia del porcentaje de recuperacion respecto a la

recuperacion absoluta promedio.
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Tabla 7. Recuperacion absoluta. Areas de
Erdosteina en lasmuestras acuosas y plasmaticas.

Nivel de Bajo Medio Alto
concentracion
Area de Erdosteina en las muestras acuosas
3416.44 11079.79 59447.02
3387.60 8822.15 59839.09
3662.76 9474.01 57890.08
3532.68 10134.29 53682.22
3905.87 9729.58 57447.60
n 5 5 5
Promedio 3581.07 9847.96 57661.20
D.E. 211.57 837.49 2442 47
C\V.% 5.91 8.50 4.24
Area de Erdosteina en las muestras de plasma
5802.50 12819.13 75269.20
5686.44 15236.53 73132.80
5798.91 14130.56 76909.08
4137.23 11990.18 88590.45
5208.90 15440.91 75336.02
n 5 5 5
Promedio 5326.79 13923.46 77847.51
D.E. 708.43 1502.23 6153.77
C.V.% 13.30 10.79 7.91

Tabla 8. Porcentaje de recuperacion absoluta de Erdosteina.

Nivel de Bajo Medio Alto
concentracion
%
Recuperacion 148.75 141.38 135.01
de Erdosteina

Recuperacion absoluta (%)

141.71

Diferencia del % de recuperacion respecto a la recuperacion
absoluta promedio

4.97

| -0.23

| -4.73

Por su parte, las tablas 9 y 10 contienen las respuestas del Metabolito M1 en las muestras
acuosas Yy plasmaticas ademas de la recuperacidn absoluta para cada nivel de

concentracion.
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Tabla 9. Recuperacién absoluta. Areas del
Metabolito M1 en las muestras acuosas y plasmaticas.

Nivel de Bajo Medio Alto
concentracion
Area de Metabolito M1 en las muestras acuosas
2549.38 12449.97 80936.59
2550.09 10042.47 84913.38
2579.36 9940.54 81073.25
2587.31 11818.37 73400.56
2542.79 11449.54 84758.04
n 5 5 5
Promedio 2561.78 11140.18 81016.36
D.E. 20.08 1108.52 4668.96
CV.% 0.78 9.95 5.76
Area de Metabolito M1 en las muestras de plasma
2895.57 10076.99 80270.82
2794.14 14495.55 74695.91
2918.90 12587.61 81378.81
2115.29 10238.21 83872.35
2407.83 11638.31 85266.56
n 5 5 5
Promedio 2626.35 11807.33 81096.89
D.E. 351.84 1824.84 4087.29
CV.% 13.40 15.46 5.04

Tabla 10. Porcentaje de recuperacion absoluta del Metabolito M1.
Nivel de Bajo Medio Alto
concentracion
%
Recuperacion 102.52 105.99 100.10
Metabolito M1

Recuperacion absoluta (%)

102.87
Diferencia del % de recobro respecto a la recuperaciéon absoluta
promedio
| -0.34 | 3.03 | -2.69

La tabla 11 presenta las areas de respuesta del Tartrato de metoprolol (estandar interno)
en las muestras para los diferentes niveles de concentracion evaluados (bajo, medio y

alto).
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Tabla 11. Recuperacioén absoluta. Areas de las muestras acuosas
y plasmaticas de Tartrato de metoprolol y porciento de recuperacion.

Nivel de Bajo Medio Alto
concentracion
Area de Tartrato de metoprolol en las muestras acuosas

2111.72 2386.54 2465.55
2264.18 1958.59 2419.15
2473.49 1943.69 2213.99
2316.51 2292.60 2058.08
2358.49 2093.15 2278.81

n 15

Promedio 2242.30

D.E. 173.70

CV.% 7.75

Area de Tartrato de metoprolol en las muestras de plasma

2560.46 2037.89 2354.79
2394.41 2547.91 2271.12
2366.32 2408.18 2376.66
1743.23 1959.94 2433.67
2145.65 2353.22 2451.63

n 15

Promedio 2293.67

D.E. 227.61

CV.% 9.92

% Recuperacion absoluta 102.29

Tal como se observa en la tabla 9, el coeficiente de variacion para el nivel medio de
Metabolito M1 excede el 15.0 % especificado en el criterio de aceptacion. En este caso,
el dato se completé utilizando el factor de respuesta. El resultado final equivale al 11.49%,

un valor dentro del criterio.

De este modo, los resultados anteriores cumplen con los criterios establecidos para la
recuperacion absoluta por lo que se establece que esta es aceptable y constante a lo

largo del rango de trabajo.

5.4.2 Linealidad
Los resultados de la evaluacion de linealidad del método se muestran en las tablas 12-15,
mientras que las figuras 13 y 14 presentan las ecuaciones de la curva de uno de los dias

de evaluacion de la linealidad al ajustadas los resultados a un modelo log/log.
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Tabla 12. Linealidad.

Concentraciones de las curvas de Erdosteina generada durante la evaluacion

de la linealidad del método y porcentaje de diferencia respecto a la concentracion nominal.

Concentracion nominal de Erdosteina (ng/mL)
Dia de analisis | 50,0 | 100.0 | 150.0 | 250.0 | 350.0 | 500.0 | 1000.0 | 1500.0 | 3000.0
Concentracion cuantificada de Erdosteina (ng/mL)

1 53.81 | 93.90 | 138.61 | 263.71 | 335.80 | 537.69 | 1015.76 | 1413.89 | 3083.17
2 48.19 | 103.49 | 144.22 | 222.51 | 365.18 | 565.82 | 1060.16 | 1646.93 | 2557.54
3 49.07 | 99.00 | 156.41 | 241.59 | 357.84 | 498.38 | 1023.83 | 1506.20 | 2924.66
Promedio 50.36 | 98.80 | 146.41 [ 242.60 | 352.94 | 533.96 | 1033.25 | 1522.34 | 2855.12
D.E. 3.02 4.80 9.10 20.62 | 15.29 | 33.87 23.65 117.35 | 269.62

% C.V. 6.00 4.86 6.22 8.50 4.33 6.34 2.29 7.71 9.44

% Diferencia | 0.71 -1.20 -2.39 -2.96 0.84 6.79 3.33 1.49 -4.83

Tabla 13. Linealidad.
Concentraciones de las curvas del Metabolito M1 generadas durante la evaluacion
de la linealidad del método y porcentaje de diferencia respecto a la concentraciéon nominal.

Dia de

Concentracion nominal de Metabolito M1 (ng/mL)

e | 2000 | 400.0 | 800.0 | 1600.0 | 3000.0 | 6000.0 | 7500.0 | 10000.0 | 15000.0
Concentracion cuantificada de Metabolito M1 (ng/mL)
1 215.43 | 398.64 | 777.27 | 1556.20 | 2770.19 | 5983.52 | 7390.62 | 9473.69 | 17178.25
2 215.52 | 424.03 | 735.39 | 1342.46 | 2966.70 | 6644.46 | 7626.21 | 10466.31 | 14608.10
3 200.45 | 389.83 | 762.17 | 1397.85 | 3134.48 | 5949.60 | 7888.44 | 10491.36 | 14674.07
Promedio | 217.13 | 404.17 | 758.28 | 1432.20 | 2957.13 | 6192.53 | 7638.09 | 10143.79 | 15486.81
D.E. 287 | 17.75 | 2121 | 11098 | 182.33 | 3901.75 | 24463 | 58046 | 146520
%CV. | 132 | 439 | 280 | 775 | 617 | 633 | 3.20 5.72 9.46
Ditorercia | 857 | 104 | 522 | 1049 | 143 | 321 | 184 1.44 3.25
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Tabla 14. Linealidad. Ordenada al origen, pendiente y
coeficientes de determinacion de las curvas de Erdosteina.

a[:;ig?s Ordenada Pendiente r
1 -1.489 0.924 0.998
2 -1.527 0.905 0.995
3 -1.465 0.817 1.000

Tabla 15. Linealidad. Ordenada al origen, pendiente y
coeficientes de determinacion de las curvas del Metabolito M1.

Dia de Ordenada Pendiente r?
analisis
1 -2.741 1.073 0.998
2 -3.065 1.120 0.997
3 -3.001 1.076 0.998

E

Cnrea calivracian 0 824% 1 480
=003

200 250

Concentracion

3.00

|

Figura 13. Linealidad. Curva de calibracion de Erdosteina en un rango
de 50.0 ng/mL a 3000.0 ng/mL.
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=

Figura 14. Linealidad. Curva de calibracion del Metabolito M1 en un rango
de 200.0 ng/mL a 15000.0 ng/mL

Para ambos analitos, el coeficiente de determinacion para las curvas es mayor a 0.98
(tablas 14 y 15). En cuanto al porcentaje de diferencia relativa entre el valor cuantificado y
el valor nominal, en las tablas 12 y 13 se puede observar que el promedio de los dias de
analisis difiere en menos del + 15.0% respecto al valor nominal, y el coeficiente de

variacion por nivel de concentracion es menor al 10.0 %.

Debido a lo anterior, se determina que el método es lineal en el intervalo de trabajo.

5.4.3 Precision

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en la evaluaciéon de precisién de los
puntos control de Erdosteina y Metabolito M1 (Tablas 16-19). Se puede observar que los
coeficientes de variacion de las concentraciones cuantificadas de Erdosteina poseen
valores de 6.07%, 7.14% y 5.62% (nivel bajo, medio y alto), mientras que las
concentraciones de Metabolito M1 mostraron coeficientes de variacién de 6.53%, 5.52% y

5.91% para los niveles bajo, medio y alto respectivamente.
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Lo anterior permite demostrar que el método es preciso (repetible y reproducible) ya que
el coeficiente de variacidon para cada nivel de concentracion por dia, asi como entre los

tres dias de evaluacion, son menores al 15.0%.

Tabla 16. Resultados de Precision para Erdosteina.

Concentracion nominal de las muestras de Erdosteina
(ng/mL)
125.0 | 400.0 | 2500.0
Concentracion cuantificada de las muestras de
Erdosteina (ng/mL
136.87 376.85 2372.16
124.54 394.66 2554.73
DIA 1 126.57 377.23 2535.80
133.43 371.54 2363.50
129.75 392.86 2424 .48
Promedio 130.23 382.63 2450.13
D.E. 5.01 10.43 90.17
C.V. 3.84 2.73 3.68
120.41 372.08 2242.91
126.80 351.84 2261.29
DIA 2 131.28 344.55 2273.64
126.71 360.80 2589.45
129.92 389.84 2147.32
Promedio 127.03 363.82 2302.92
D.E. 4.20 17.82 167.71
C.V. 3.30 4.90 7.28
121.30 385.70 2329.46
109.08 350.17 2441.92
DIA 3 111.07 401.82 2546.69
121.42 406.85 2477.59
123.48 452.83 2531.17
Promedio 117.27 399.47 2465.37
D.E. 6.66 37.17 86.77
C.V. 5.68 9.31 3.52
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Tabla 17. Resultados globales de Precision para Erdosteina.

Concentracion nominal de las muestras de

Erdosteina(ng/mL)

125.0 400.0 2500.0
n 15 15 15
Promedio 124.84 381.97 2406.14
D.E. 7.58 27.27 135.13
C.V. 6.07 7.14 5.62

Tabla 18. Resultados de Precision para el Metabolito M1.

Concentracion nominal de las muestras de
Metabolito M1 (ng/mL)
600.0 | 2500.0 12000.0
Concentracion cuantificada de las muestras de
Metabolito M1 (ng/mL
684.71 2626.03 13222.68
673.09 2512.77 13780.63
DIA 1 662.55 2663.64 13611.65
682.57 2549.71 12191.68
675.35 2721.47 13266.43
Promedio 675.65 2614.72 13214.61
D.E. 8.78 84.46 617.89
C.V. 1.30 3.23 4.68
608.82 2272.72 12738.88
626.12 2575.83 12338.12
DIA 2 657.92 2388.17 12789.79
648.34 2386.83 12863.94
604.64 2273.07 12969.26
Promedio 629.17 2379.32 12740.00
D.E. 23.56 123.90 240.78
C.V. 3.74 5.21 1.89
540.78 2634.84 11460.29
596.11 2446.50 11797.34
DIA 3 595.04 2604.82 12108.64
606.03 2627.95 11831.18
649.33 2528.69 11492.86
Promedio 597.46 2568.56 11738.06
D.E. 38.68 80.19 267.77
C.V. 6.47 3.12 2.28
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Tabla 19. Resultados globales de Precision para el Metabolito M1.

Concentracion nominal de las muestras de

Metabolito M1 (ng/mL

600.0 2500.0 12000.0
n 15 15 15
Promedio 634.09 2520.87 12564.22
D.E. 41.39 139.20 742.97
C.V. 6.53 5.52 5.91

5.4.4 Exactitud

En las tablas 20 y 21 se presentan los porcentajes de desviacion absoluta de cada punto

control evaluado durante la precision del método. En dichas tablas se observa que los

valores son menores al 15% establecido en el criterio de aceptacion correspondiente, por

lo que se concluye que el método es exacto.

Tabla 20. Resultados de Exactitud para Erdosteina.

Concentracion nominal de las muestras de Erdosteina
(ng/mL)
125.0 | 400.0 | 2500.0
% Desviacion Absoluta
9.50 5.79 5.11
0.37 1.34 2.19
DIA 1 1.26 5.69 1.43
6.74 712 5.46
3.80 1.79 3.02
Promedio 4.33 4.35 3.44
3.67 6.98 10.28
1.44 12.04 9.55
DIA 2 5.02 13.86 9.05
1.37 9.80 3.58
3.94 2.54 14.11
Promedio 3.09 9.04 9.31
2.96 3.58 6.82
12.74 12.46 2.32
DIA 3 11.14 0.46 1.87
2.86 1.71 0.90
1.22 13.21 1.25
Promedio 6.18 6.28 2.63
Resultado global
n 15 15 15
Promedio 4.54 6.56 5.13
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Tabla 21. Resultados de Exactitud para el Metabolito M1.

Concentracion nominal de las muestras de
Metabolito (ng/mL)
600.0 | 2500.0 |  12000.0
% Desviacion Absoluta

14.12 5.04 10.19
12.18 0.51 14.84
DIA 1 10.43 6.55 13.43

13.76 1.99 1.60
12.56 8.86 10.55
Promedio 12.61 4.59 10.12
1.47 9.09 6.16

4.35 3.03 2.82

DIA 2 9.65 4.47 6.58

8.06 4.53 7.20

0.77 9.08 8.08

Promedio 4.88 6.04 6.17
9.87 5.39 4.50

0.65 2.14 1.69

DIA 3 0.83 4.19 0.91

1.01 512 1.41

8.22 1.15 4.23

Promedio 4.12 3.60 2.55

Resultado global

n 15 15 15

Promedio 7.20 4.47 6.28

5.4.5 Estabilidad

5.4.5.1 Estabilidad a largo plazo

En los resultados de la evaluacion de estabilidad de las muestras a los 38 dias, mostrados
a continuacion (tablas 22 y 23), se observa que las concentraciones cuantificadas de
Erdosteina difieren, respecto a la concentracion inicial, en un 4.42%, 8.12% y 5.49% para
los niveles bajo, medio y alto respectivamente. Para el caso del Metabolito M1, las
diferencias respecto al promedio de las concentraciones iniciales son de 6.33% para el
nivel bajo, 9.84% para el nivel medio y 3.85% para el nivel alto. Ademas, los coeficientes

de variacion obtenidos para ambos analitos es menor al 15.0%. Por lo tanto, se
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demuestra que las muestras son estables por lo menos durante 38 dias cuando se

almacenan a -70°C.

Tabla 22. Estabilidad a largo plazo

RESULTADOS Y ANALISIS

(Erdosteina). Almacenamiento durante 38 dias a -70° C

Concentracion inicial de las muestras de Erdosteina (ng/mL)
119.87 | 458.78 | 2456.91
Concentracion cuantificada de las muestras de Erdosteina
(ng/mL)
114.07 427.11 2506.38
114.16 428.86 2313.10
115.50 408.68 2146.63
n 3 3 3
Promedio 114.58 421.55 2322.04
D.E. 0.80 11.18 180.04
C.V.% 0.70 2.65 7.75
% Diferencia 4.42 8.12 5.49

Tabla 23. Estabilidad a largo plazo

(Metabolito M1). Almacenamiento durante 38 dias a -70° C.

Concentracion inicial de las muestras de Metabolito M1 (ng/mL)
584.23 | 2451.64 | 13109.53
Concentracion final de las muestras de Metabolito M1 (ng/mL)
554.28 2320.87 12233.83
552.30 2141.35 12883.67
535.24 2169.17 12696.30
n 3 3 3
Promedio 547.27 2210.46 12604.60
D.E. 10.47 96.62 334.48
C.V.% 1.91 4.37 2.65
% Diferencia 6.33 9.84 3.85

5.4.5.2 Estabilidad en la mesa de trabajo

En el caso de la evaluacidon de la estabilidad en la mesa de trabajo se encontré que el
promedio de las concentraciones cuantificadas de Erdosteina diferian 1.16%, 1.87% y
4.14% (para los niveles bajo, medio y alto respectivamente) del promedio de las
concentraciones iniciales obtenidas y el coeficiente de variacién no es mayor al 15.0% en
cada nivel probado. A su vez, las concentraciones cuantificadas del Metabolito M1
mostraron una diferencia respecto al promedio de la concentracién inicial de 0.05% para

el nivel bajo, 0.37% para el nivel medio y 2.82% para el nivel alto (tablas 24 y 25).
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Debido a lo anterior, se considera que las muestras son estables cuando se mantienen a

temperatura ambiente durante 8 horas.

Tabla 24. Estabilidad en la mesa de trabajo. Resultados para Erdosteina.

Concentracion inicial de las muestras de Erdosteina
(ng/mL)
113.80 | 379.20 | 2439.40
Concentracion final de las muestras de Erdosteina
(ng/mL)
113.32 402.58 2529.32
111.99 398.73 2579.98
112.14 357.59 2511.23
n 3 3 3
Promedio 112.48 386.30 2540.18
D.E. 0.73 24.94 35.64
C.V. 0.65 6.46 1.40
% Diferencia 1.16 1.87 4.14

Tabla 25. Estabilidad en la mesa de trabajo. Resultados para el Metabolito M1.

Concentracion inicial de las muestras de Metabolito

(ng/mL)

577.30 |

2562.10

11788.80

Concentracion final de las muestras de

Metabolito(ng/mL)

586.99 2629.34 12307.89

550.23 2504.11 12152.19

593.78 2524.28 11902.78
n 3 3 3
Promedio 577.00 2552.58 12120.96
D.E. 23.43 67.24 204.36
C.V. 4.06 2.63 1.69
% Diferencia 0.05 0.37 2.82

5.4.5.3 Estabilidad de la muestra procesada

Los resultados obtenidos al evaluar la estabilidad de la muestra procesada se muestran
en las tablas 26 y 27. Los resultados permiten demostrar que las muestras procesadas
son estables cuando se almacenan hasta 48 horas en el automuestreador ya que se

cumple con lo requerido por el criterio de aceptacion correspondiente.
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Tabla 26. Estabilidad de la muestra procesada. Resultados para Erdosteina.
Concentracion al tiempo cero de las muestras de
Erdosteina (ng/mL)

120.10

| 372.60

| 2374.10

Concentracion cuantificada de las muestras de
Erdosteina almacenadas (ng/mL)

121.58 385.19 2355.73

122.46 398.63 2416.17

125.80 400.82 2362.00
n 3 3 3
Promedio 123.28 394.88 2377.97
D.E. 2.23 8.46 33.23
C.V. 1.81 2.14 1.40
% Diferencia 2.62 5.99 0.16

Tabla 27. Estabilidad de la muestra procesada. Resultados para el Metabolito M1.

Concentracion al tiempo cero de las muestras de
Metabolito M1 (ng/mL)

618.20

| 2457.90

|  13079.30

Concentracion cuantificada de las muestras de
Metabolito M1 almacenadas (ng/mL)

615.66 2545.55 11669.43
618.07 2585.93 11839.86
605.49 2520.57 11493.21
n 3 3 3
Promedio 613.07 2550.68 11667.50
D.E. 6.68 32.98 173.33
C.V. 1.09 1.29 1.49
% Diferencia 0.83 3.77 10.79

5.4.5.4 Estabilidad a los ciclos de congelacion-descongelacion

Al evaluar la estabilidad de las muestras a dos ciclos de congelacion-descongelacion se
observé que los resultados no cumplian con los criterios de aceptacion debido a que tanto
el porcentaje de diferencia relativa como el coeficiente de variacion para cada nivel de

concentracion excedian el 15.0% permitido.

Sin embargo, las muestras probaron ser estables cuando se sometian a un sdlo ciclo de

congelacion-descongelacién, esto segun los resultados siguientes.
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Tabla 28. Estabilidad a los ciclos de
congelacion-descongelacion. Resultados para Erdosteina

Concentracion nominal de las muestras de Erdosteina
(ng/mL)
125.0 | 400.0 | 2500.0
Concentracion cuantificada de las muestras de
Erdosteina (ng/mL
136.87 376.85 2372.16
124.54 394.66 2554.73
126.57 377.23 2535.80
133.43 371.54 2363.50
129.75 392.86 2424 .48
n 5 5 5
Promedio 130.23 382.63 2450.13
D.E. 5.01 10.43 90.17
C.V. 3.84 2.73 3.68
% Diferencia 4.18 4.34 2.00

Tabla 29. Estabilidad a los ciclos de
congelacion-descongelacion. Resultados para el Metabolito M1.

Concentracion nominal de las muestras de
Metabolito (ng/mL)
600.0 | 2500.0 | 12000.0
Concentracion cuantificada de las muestras de
Metabolito (ng/mL)
684.71 2626.03 13222.68
673.09 2512.77 13780.63
662.55 2663.64 13611.65
682.57 2549.71 12191.68
675.35 2721.47 13266.43
n 5 5 5
Promedio 675.65 2614.72 13214.61
D.E. 8.78 84.46 617.89
C.V. 1.30 3.23 4.68
% Diferencia 12.61 4.59 10.12

5.4.6 Limite de cuantificacion

Al analizar los resultados de la evaluacidn del limite de cuantificacion, se observa que el
porcentaje de diferencia de la concentracion cuantificada para las 6 réplicas respecto a la
concentracion nominal fue de 4.49 % para Erdosteina y de -9.42% para el Metabolito M1,
mientras que el coeficiente de variacion fue de 13.94% y de 6.30% respectivamente
(tablas 30 y 31). Por lo tanto, las concentraciones evaluadas cumplen con los parametros

de precision y exactitud.
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Debido a lo anterior, se establecid como el limite de cuantificacion a la concentracidén mas

baja del rango de trabajo, es decir 50 ng/mL de Erdosteina y 200 ng/mL de Metabolito M1.

Tabla 30. Limite de cuantificacion. Resultados para Erdosteina.

Concentracion nominal de las muestras de
Erdosteina (ng/mL)
50.0
Concentracion cuantificada de las muestras
de Erdosteina (ng/mL)
59.04
46.26
42.96
51.18
40.24
46.85
n 6
Promedio 47.76
D.E. 6.66
C.V. 13.94
% Diferencia 4.49

Tabla 31. Limite de cuantificacion. Resultados para el Metabolito M1.

Concentracion nominal de las muestras de
Metabolito(ng/mL)
200.0
Concentracion cuantificada de las muestras de
Metabolito(ng/mL)
198.66
229.66
227.21
226.97
203.75
226.79
n 6
Promedio 218.84
D.E. 13.80
C.vV. 6.30
% Diferencia -9.42
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5.4.7 Limite de deteccion

Las concentraciones de 12.5 ng/ mL para Erdosteina y de 50 ng/mL para Metabolito M1
(correspondientes a la dilucién 1:2) fueron detectadas mediante el método propuesto,
aunque los resultados al evaluar dichas concentraciones no mostraron ser precisos y

exactos. Debido a esto, las concentraciones anteriores se establecen como el limite de

deteccién.

A continuacion se muestra la figura 15, la cual muestra los cromatogramas

representativos para la inyeccion de esta prueba.

r|= —
Erdosteina Metabolito M1
URM of 3 channdgES+ WA of 3 channalsES+
281.1=2500 290 = 2680

132 17672003 " 173 178 1.333+D03
100 :
- 387

1:[1 -03

'I'ﬁl {1 144 324 ‘“ﬁ,:,';" a2
‘.E- “K“ - b " ==
TTRITINrITI TET T mn i~ min
200 -'.'EC EBD 200 400 5.00
E J|

Figura 15. Cromatogramas representativos de la determinacion del limite de deteccion.

5.4.8 Selectividad

5.4.8.1 Compuestos endégenos de la matriz biolégica
Ninguno de los cromatogramas obtenidos para los distintos plasmas evaluados durante la

prueba de selectividad mostré interferencias a los tiempos de retencién de los

compuestos de interés.

En dichos cromatogramas (figuras 16-18) se pueden observar los picos correspondientes
al gradiente aplicado al equipo durante la evaluacion de este parametro, mismos que se

observaron durante toda la validacion del método.
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Erdosteina Metabolito M1
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Figura 16. Cromatogramas representativos de blanco de plasma.
IF
Erdosteina Metabolite M1
HMRM of 3 channels E S+ MRM of 3 channels E S+

2211 > 250
1.389 T.176e+002

299 = 2E2
376 3. T68e=-003

o5
S|
: 1.23 1:753.‘5
& ™ T REERS en min
2.00 4.00 &.00

Figura 17. Cromatogramas representativos de blanco de plasma.
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Figura 18. Cromatogramas representativos de blanco de plasma.
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5.4.8.2 Farmacos de uso comun

A continuacion se muestran los cromatogramas de las muestras de plasma a las que se
les adiciond Cafeina, Acido salicilico, Acetaminofén y Naproxeno sédico (figuras 19-22).
En estas figuras se puede apreciar que no hay interferencias en el tiempo de retencion de

la Erdosteina y Metabolito M1.

La seleccion de dichos farmacos para ser evaluados durante la selectividad se debi6 a
que, en el caso de que alguno de los voluntarios presente algun malestar durante el
estudio de farmacocinética, biodisponibilidad o bioequivalencia, estos son los farmacos

comunmente utilizados e incluso suelen ser consumidos diariamente (Cafeina).

F 2
Erdosteina Metabolito M1
MRM of 3 channels E S+ MRM of 3 channels.E S5+
281.1 =250 208 = 2&8
_ 1.21 1.224e+003 _ 3.74 1.953e+-003
855 | 95 | 218
25~ %
1 i} 1,66
4 4 1.03 5 gz
J g 329 EM‘
-5-"rrr-—rvrrrr|—rrrr|—rrrr|—rrrr|—rrrl-| min -5 mn
2.00 400 &.00 2.00 4.00 .00
L 2

Figura 19. Cromatogramas de la muestra de plasma a la que
se le adicion6 Cafeina

=

=
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MRM of 2 channels E S+ MRM of 3 channelzE S+
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mmn
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Figura 20. Cromatogramas de la muestra de plasma a la que
se le adicion6 Acido Salicilico
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-
Erdosteina Metabolito M1

MRM af3 channelsE S+ MRM of 3 channels E S+
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Figura 21. Cromatogramas de la muestra de plasma a la que
se le adicion6 Acetaminofén

F |
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Figura 22. Cromatogramas de la muestra de plasma a la que
se le adicion6 Naproxeno Sédico

De los resultados anteriores podemos afirmar que el método es selectivo para la

cuantificacion de los analitos de interés.

5.4.9 Tolerancia

5.4.9.1 Tolerancia a plasma hemolizado y lipidémico

Los resultados de la evaluacion de la tolerancia del método para Erdosteina se presentan
en las tablas 32 y 33, mientras que las tablas 34 y 35 presentan los resultados para el
Metabolito M1. Para ambos casos, se mostré que el método es tolerante a muestras

lipidémicas y hemolizadas ya que las diferencias de las concentraciones cuantificadas
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respecto a las concentraciones nominales no son mayores al 15.0%, asi como tampoco lo

es el coeficiente de variacion.

Lo anterior permite afirmar que las muestras que presenten lipidemia y/o hemdlisis no
presentaran dificultad al ser analizadas durante estudios de farmacocinética,

biodisponibilidad o bioequivalencia.

Tabla 32. Tolerancia de Erdosteina en muestras de plasma lipidémico.

Concentracion nominal de las muestras de
Erdosteina(ng/mL)
125.0 | 400.0 |  2500.0
Concentracion cuantificada de las muestras de
Erdosteina lipidémicas (ng/mL)

123.37 369.21 2174.89

123.59 386.26 2373.22

116.63 398.32 2516.61

122.48 430.28 2504.51

132.37 426.83 2316.06
n 5 5 5
Promedio 123.69 402.18 2377.06
D.E. 5.63 26.23 141.71
C.V.% 4.55 6.52 5.96
% Diferencia 1.05 0.55 4.92

Tabla 33. Tolerancia de Erdosteina en muestras de plasma hemolizado.

Concentracion nominal de las muestras de
Erdosteina(ng/mL)
125.0 | 400.0 2500.0
Concentracion cuantificada de las muestras de
Erdosteina hemolizadas (ng/mL)

128.36 398.77 2354.54

141.49 369.59 2585.56

141.87 379.84 2418.66

121.05 383.89 2397.00

142.88 397.42 2228.99
n 5 5 5
Promedio 135.13 385.90 2396.96
D.E. 9.87 12.30 128.51
CV.% 7.31 3.19 5.36
%Diferencia 8.10 3.53 4.12
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Tabla 34. Tolerancia del Metabolito M1 en muestras de plasma lipidémico.

Concentracion nominal de las muestras de
Metabolito M1 (ng/mL)
600.0 | 2500.0 |  12000.0
Concentracion cuantificada de las muestras de
Metabolito M1 lipidémicas (ng/mL)

614.11 2250.71 11663.31

615.73 2457.33 12928.81

595.71 2485.09 13510.21

639.58 2711.56 13624.56

661.31 2524.07 12458.57
n 5 5 5
Promedio 625.29 2485.75 12837.09
D.E. 25.47 164.70 806.64
CV.% 4.07 6.63 6.28
% Diferencia 4.21 0.57 6.98

Tabla 35. Tolerancia del Metabolito M1 en muestras de plasma hemolizado.

Concentracion nominal de las muestras de
Metabolito M1 (ng/mL)
600.0 | 2500.0 | 12000.0
Concentracion cuantificada de las muestras de
Metabolito M1 hemolizadas (ng/mL)
630.48 2472.18 12843.87
654.57 2236.96 13675.00
664.13 2385.27 13021.82
643.67 2360.48 12868.76
670.62 2561.69 12004.96
n 5 5 5
Promedio 652.70 2403.32 12882.88
D.E. 16.05 122.13 595.65
C.V. 2.46 5.08 4.62
% Diferencia 8.78 3.87 7.36

5.4.10 Acarreamiento

La figura 23 corresponde al cromatograma obtenido de la inyeccion de una fase mévil. En
ella se puede apreciar que no se presenta ninguna sefal cromatografica a los tiempos de
retencion de Erdosteina o del Metabolito M1, lo que sugiere que el método no es

propenso a presentar acarreamiento.
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IF 2|
Erdosteina Metabo lito M1
MRM of 3 channels.E S+ MRM of 3 channelsE S+
281.1 = 250 2559 = 268
_ 4.597.582e+002 3.8 T.202e+002
s 5.13

2.00 4.00 8.0 2.00 £.00 E.DO
L =

Figura 23. Cromatograma correspondiente a la inyeccion de una fase movil.

5.5 Aplicacion del método al analisis de muestras plasmaticas de 10 sujetos

El método validado se empled en un estudio piloto con 10 voluntarios sanos. Al analizar
las muestras se encontré que el método fue selectivo ya que no se presenté ninguna
interferencia a los tiempos de retencién de los analitos de interés ni del estandar interno.
La fabla 36 y 37 muestran las concentraciones de Erdosteina y Metabolito M1 para cada
sujeto después de la administraciéon del farmaco. Los resultados obtenidos para
Erdosteina a los tiempos de muestreo de 6, 8 y 10 horas fueron omitidos de la tabla
correspondiente debido a que presentaban valores por debajo del limite de cuantificacion,
lo mismo que aquellas muestras con la acotacion correspondiente. La tabla 38
corresponde a los promedios de las concentraciones obtenidas para cada analito. Debido
a que al tiempo de muestreo de 5 horas s6lo se detectd una muestra de Erdosteina, este
fue el valor que se colocé en la tabla de promedios. Por otra parte, se muestran las
graficas promedio de concentracién plasmatica vs tiempo de los 10 voluntarios (figuras 24
y 25).

Los parametros farmacocinéticos individuales se obtuvieron utilizando el modelo no
compartimental del programa WinNonLin 4.0 (ftablas 39 y 40). Estos resultados
demuestran que los tiempos de muestreo seleccionados permiten caracterizar la

farmacocinética de Erdosteina y Metabolito M1 en plasma humano.
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Tabla 36. Concentraciones cuantificadas de Erdosteina en plasma después
de la administraciéon de una dosis oral tnica de 300 mg a 10 voluntarios sanos.
*Muestras por debajo del limite de cuantificacion.

Tiempo Concentracién plasmatica de Erdosteina (ng/mL)

mu:setreo Sujeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto

(h) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.25 170.60 | 297.22 | 120.42 | 221.19 | 130.32 | 199.95 | 26.60 | 339.32 | 72.44 87.49
0.5 411.47 | 790.99 | 374.64 | 349.34 | 359.61 | 419.94 | 315.33 | 381.72 | 330.47 | 372.52
0.75 625.60 | 673.36 | 351.12 | 236.42 | 306.55 | 435.03 | 600.89 | 401.69 | 277.17 | 453.65
1 540.72 | 557.59 | 302.86 | 223.22 | 244.79 | 293.99 | 523.97 | 270.91 | 200.16 | 459.22
1.25 462.44 | 633.10 | 254.15 | 222.16 | 223.17 | 162.90 | 319.77 | 241.97 | 227.02 | 350.35
1.5 351.63 | 408.78 | 230.87 | 230.45 | 163.27 | 133.55 | 261.88 | 175.08 | 153.77 | 265.16
1.75 251.07 | 292.93 | 238.37 | 201.02 | 139.23 | 107.10 | 163.31 | 152.41 | 146.45 | 214.14
2 208.93 | 239.30 | 194.72 | 168.39 | 86.67 81.50 158.53 | 173.75 | 119.75 | 225.46
2.5 176.93 | 162.07 | 148.28 | 136.17 | 72.52 77.02 87.62 | 125.34 | 97.30 | 138.86
3 136.79 | 132.51 87.58 75.57 74.76 53.26 78.73 76.67 79.83 133.86
75.73 | 112.97 * * * * 51.36 * 60.84 80.79

5 " 5283 . " - " . - . "

Tabla 37. Concentraciones cuantificadas del Metabolito M1 en plasma después
de la administracién de una dosis oral tnica de 300 mg a 10 voluntarios sanos.
*Muestras por debajo del limite de cuantificacion.

Tiempo de Concentracion plasmatica de Metabolito M1 (ng/mL)
muestreo | Syjeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto | Sujeto
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.25 316.09 * 358.89 * 193.49 * * * * *

0.5 1274.17] 603.83 | 991.68 | 594.81 | 831.69 | 648.51 | 405.54 | 785.91 | 708.01 | 517.91

0.75 1731.33| 981.74 | 1192.19| 974.43 |1047.46|1129.68 | 986.30 |1161.28|1289.50 | 1035.25

1 1924.8411169.78 [ 1259.27 11314.12(1252.75(1160.74 | 1257.24 [ 1586.40 [ 1655.90 | 1373.13

1.25 2684.8411432.16 [ 1358.18 | 1454.96 [ 1523.46 ( 1203.92| 1221.77 [ 1735.53 | 1818.67 | 1647.59

1.5 2656.46|1433.74(1393.5311523.49(1482.73 (1297.53| 1427.89 [ 1814.26 ( 1706.57 | 1836.60

1.75 2427.3411364.01(1611.901378.16 [ 1568.94 [ 1350.77| 1300.55 [ 1726.57 | 1625.42 | 1569.53

2 2527.13]1304.83(1707.41]1490.63 1268.36 [ 1361.37| 1415.23 [1739.40 [ 1531.39 | 1641.52

2.5 2298.10]1455.41(1573.56 | 1414.44(1357.60(1210.45)| 1167.33 [ 1798.59 [ 1424.38 | 1533.62

2249.15|1484.56 [ 1346.99|1264.29(1243.71 (1167.19| 1234.23 [ 1795.31 [ 1249.98 | 1459.20

1849.6411216.91|1081.50|1291.91]1107.01|1070.33 [ 1051.56 | 1765.01 | 1173.20 | 1205.95

1187.74| 672.47 | 698.91 | 935.70 | 759.42 | 942.27 | 850.48 |1053.22| 701.18 | 851.25

3
4
5 1499.27| 909.51 | 884.61 |1192.51(1033.04 | 833.05 | 924.95 [1380.24 | 807.36 | 1051.99
6
8

783.17 | 441.26 | 493.92 | 643.30 | 483.51 | 391.41 | 520.98 | 616.90 | 429.03 | 495.75

10 * 357.46 | 374.73 | 427.67 | 331.65 | 307.53 | 356.88 | 422.67 | 299.48 | 357.48
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Tabla 38. Concentraciones promedio de Erdosteina y Metabolito M1.

*Muestras por debajo del limite de cuantificacion.

Tiempo | Concentracion Concentracion
de promedio D. E promedio D.E
muestreo Erdosteina ) Metabolito M1 )
(h) (ng/mL) (ng/mL)
0 0.00 0.00 0.00 0.00
0.25 166.56 99.54 289.49 85.85
0.5 410.60 137.52 736.21 251.50
0.75 436.15 152.75 1152.92 228.34
1 361.74 142.01 1395.42 248.48
1.25 309.70 141.77 1608.11 429.26
1.5 237.44 88.84 1657.28 395.46
1.75 190.60 58.53 1592.32 326.48
2 165.70 55.04 1598.73 364.71
2.5 122.21 36.63 1523.35 326.09
3 92.96 29.88 1449.46 335.55
4 76.34 23.59 1281.30 287.94
5 52.83 - 1051.65 235.74
6 * * 865.26 167.86
8 * * 529.92 118.55
10 * * 359.51 44.67
=
3 500+
g
_é;
2
\
e \I\I
B \
= ;2
= \"\1
g %
— T T ———»
[al
' 1 1 1 ' 1 1
2 3 4 5

Tiempo (h)

=

|
Figura 24. Concentracion plasmatica promedio de Erdosteina vs tiempo (+ee) después
de la administracion de una dosis tnica de 300mg a 10 voluntarios sanos.
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Figura 25. Concentracion plasmatica promedio de Metabolito M1 vs tiempo (+ee) después
de la administracion de una dosis tnica de 300mg a 10 voluntarios sanos.

Tabla 39. Parametros farmacocinéticos de Erdosteina.

Vida
Sujeto | media | T (h) (ngy,;;l_ ) |« :%th;,f{l ) ABC 4.0
(h) . (ng.h/mL)
1 1.94 0.75 625.60 | 1010.65 | 1128.59
2 1.93 0.50 790.99 | 1323.03 | 1411.58
3 2.03 0.50 374.64 637.16 792.84
4 2.15 0.50 349.34 571.07 730.93
5 1.78 0.50 359.61 479.19 584.96
6 1.09 0.75 435.03 520.50 591.15
7 1.72 0.75 600.89 773.69 842.41
8 1.81 0.75 401.69 637.77 771.06
9 2.56 0.50 330.47 535.72 674.36
10 2.31 1.00 459.22 84540 | 1006.10
Promedio | 1.83 0.65 472.75 733.42 853.40
D.E. 0.67 0.17 151.15 265.10 260.14
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Tabla 40. Parametros farmacocinéticos del Metabolito M1.

. Vida Chmax ABC (., ABC o.0
Sujeto | edian) | T | (ng/mL) | (ng.wmL) (ng.h/mL)
1 5.95 125 | 2684.84 | 12951.04 | 17173.35

2 6.15 3.00 | 148456 | 8527.34 | 10467.65

3 6.02 200 | 1707.41 | 885576 | 10812.87

4 7.30 150 | 1523.49 | 9701.01 | 12671.60

5 6.08 175 | 1568.94 | 8695.79 | 1054313

6 5.88 200 | 1361.37 | 8177.12 | 9759.00

7 6.81 150 | 1427.89 | 8391.63 | 10643.31

8 6.04 150 | 1814.26 | 11580.33 | 13912.87

9 539 125 | 1818.67 | 8703.34 | 10144.11
10 5.0 150 | 1836.60 | 9420.32 | 11301.99
Promedio | 6.15 173 | 1722.80 | 9500.37 | 11742.99
D.E. 0.53 0.52 37918 | 1560.10 | 2282.47

Los resultados obtenidos en este estudio no coinciden con los reportados por otros
autores ya que estos ultimos son casi 5 veces mayores. Esta diferencia puede deberse a
que en los estudios reportados se administré una dosis triple de 300 mg para un final de
900 mg de farmaco, mientras que en el presente estudio se administré una dosis Unica de

300 mg de Erdosteina.

Otro aspecto que pudo conducir a la diferencia en los resultados es el uso de un agente
reductor durante el procesamiento de la muestra. En el trabajo realizado por Kim H. '® no
se menciona el uso de un agente reductor, mismo que si es utilizado en los trabajos de

Sawuta W. "y Savu S. 19 asi como en el presentado en este trabajo.

El comportamiento observado para el Metabolito M1 es similar al reportado por Savu S.
% ya que se encontraron concentraciones medibles después de las 10 horas de

administracion y un ABCy... mayor que la obtenida para Erdosteina.
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CONCLUSIONES

Se validé un método analitico para la cuantificacion de Erdosteina y Metabolito M1 en
plasma humano por cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplado a un detector

masas/masas.

El método demostré ser selectivo, lineal, preciso y exacto dentro de un rango de 50 a
3000 ng/mL de Erdosteina y de 200 a 15000 ng/mL de Metabolito M1, ademas de obtener
una recuperacion aceptable y constante. El limite de cuantificacién fue de 50.0 ng/mL

para Erdosteina y de 200.0 ng/mL para el Metabolito M1.

Las muestras de plasma conteniendo Erdosteina y Metabolito M1 demostraron ser
estables durante periodos largos de almacenamiento en congelacion (38 dias). Una vez
descongeladas, las muestras son estables por lo menos 8 horas cuando se mantienen a
temperatura ambiente y durante 48 horas cuando son procesadas y almacenan en el
automuestrador. Sélo se demostro estabilidad de las muestras a un ciclo de congelacion-

descongelacion.

El método propuesto resultod ser tolerante a muestras lipidémicas y hemolizadas, ademas
de ser apropiado para el andlisis de muestras plasmaticas de voluntarios sanos después

de una dosis oral Unica de 300 mg del principio activo.
Debido a esto, se concluye que el método puede emplearse para la cuantificacion de

Erdosteina y Metabolito M1 en plasma humano en estudios de farmacocinética,

biodisponibilidad y/o bioequivalencia.
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