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La luna.

La luna se puede tomar a cucharadas

0 como una capsula cada dos horas.

Es buena como hipnético y sedante

y también alivia

a los que se han intoxicado de filosofia.

Un pedazo de luna en el bolsillo

es mejor amuleto que la pata de conejo:
sirve para encontrar a quien se ama,
para ser rico sin que lo sepa nadie

y para alejar a los médicos y las clinicas.

Se puede dar de postre a los nifios

cuando no se han dormido,

y unas gotas de luna en los ojos de los ancianos
ayudan a bien morir.

Pon una hoja tierna de la luna
debajo de tu almohada
y miraras lo que quieras ver.

Lleva siempre un frasquito del aire de la luna
para cuando te ahogues,

y dale la llave de la luna

a los presos y a los desencantados.

Para los condenados a muerte

y para los condenados a vida

no hay mejor estimulante que la luna
en dosis precisas y controladas.

Jaime Sabines.
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Introduccion

El sildenafil (Viagra®), generalmente administrado como citrato o maleato de
sildenafil, es un inhibidor potente y selectivo de las Fosfodiasterasas tipo 5 (PDE5), por
sus siglas en inglés) (1), las cudles se encuentran en la pared del madsculo liso del cuerpo
cavernoso del pene. La PDES5 regula la concentracion del éxido nitrico (NO) presente en
sangre, el cual a su vez regula a la enzima guanilato ciclasa (GMPc), la encargada de la
relajacion del musculo liso. En consecuencia la cantidad de PDES5 regula el flujo de
sangre que transita por el musculo liso, incluido el cuerpo cavernoso del pene (1, 2, 3)

Debido a ello, se convirtié en el medicamento méas popular para el tratamiento de la
disfuncion eréctil masculina, permitiendo tener relaciones sexuales mas satisfactorias.
Es el medicamento méas empleado para el tratamiento de dicho padecimiento desde 1999
hasta la fecha, a pesar de que se han reportado varios efectos adversos en todo el
mundo, incluyendo muerte cardiaca subita asociada a la administracion de sildenafil (4).

En investigaciones posteriores, se ha descubierto que en las paredes arteriales
pulmonares también se localizan las PDE, y en el 2003 Pauvert O. y col. demostraron
que la interaccion PDE-GMPc se debe principalmente a la PDES5. Desde entonces, el
sildenafil comenzé a emplearse como vasodilatador pulmonar para contrarrestar los
efectos de algunos padecimientos pulmonares como Hipertensién Pulmonar, Sindrome
de Distréss Respiratorio y embolia pulmonar aguda severa (2, 5, 6, 7)

En Meéxico, el citrato de sildenafil esta siendo administrado a nifios recién nacidos
prematuros (Dosis de 2 mg/Kg), con el fin de contrarrestar la hipoxia debido a la
vasoconstriccion de las arterias pulmonares, ocasionada por su corto periodo de
gestacion. Para monitorear la concentracion del farmaco en dichos pacientes se toman
muestras de sangre total y es necesario un método analitico lo suficientemente sensible
para cuantificar concentraciones minimas de 0.01pg/mL y que se pueda llevar a cabo
empleando sangre como matriz bioldgica.

En el presente trabajo se desarroll6 y validé un método por CLAR (Tomando como
referencia la NOM-177-SSA1-1998 y el Manual de Validacion de Métodos analiticos
del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos) para cuantificar sildenafil
en plasma humano. La deteccion fue mediante luz UV a 273nm. El método emplea
como estandar interno Carbamacepina y se lleva a cabo mediante una extraccién liquido
— liquido utilizando Benceno como extrayente.

El método resultd ser lineal, reproducible, preciso y exacto en el rango de
concentracion de sildenafil de 0.01 a 3 pg/mL, y las muestras plasmaticas ser estables
por 15 dias a -20°C y a un ciclo de congelacion — descongelacion. Aungue el método no
es preciso o0 exacto empleando sangre humana como matriz biologica (por arriba de
0.2ug/mL), es util en el monitoreo de sildenafil en pacientes recién nacido prematuros
tratados con dicho farmaco, cuando sus concentraciones estén por debajo de 0.20
pug/mL.

Pagina I
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1. Marco teodrico.

1.1. El recién nacido.
1.1.1. Periodo embrionario.

La generacién de la vida sigue siendo una tarea pendiente para la ciencia, no asi
el proceso que conlleva la formacion fisica del nuevo ser. En el caso del ser humano,
seis dias después de la etapa postconseptual, el embridén consiste en una esfera de
células con una cavidad interior, el blastocito. Hacia las dos semanas la implantacion se
ha completado, y hacia la tercera se han formado un par de tubos cardiacos y han
comenzado a bombear sangre. Durante la tercera semana comienza a formarse un
primitivo Sistema Nervioso Central (SNC) y las células neuroectodérmicas se
diferencian en neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y células ependimarias (8).

De la semana cuatro a la ocho, el embrion ya tiene forma humanoide. En esta
etapa aparecen los precursores del: masculo esquelético, las vértebras, las mandibulas,
el maxilar, el paladar, el oido externo, las cuencas oculares y otras estructuras del
cuello. Hacia el final de esta etapa ya se han formado los rudimentos de los sistemas de
organos principales y aparecen las primeras contracciones musculares. Y todo lo
anterior esta dentro de un ser de tan solo 5 cm de largo y 9 g de peso (8).

1.1.2. Periodo fetal.

Este periodo comienza a partir de la novena semana y consiste basicamente en la
remodelacion estructural de diversos sistemas de érganos. El intestino grueso toma su
lugar en el abdomen, junto con el intestino delgado y el estomago. A las 12 semanas es
distinguible el género del feto y comienza el desarrollo pulmonar con la division de las
yemas de los bronquios (8).

Entre las 13 y 14 semanas aparecen los movimientos de respiracion y deglucion,
y la estimulacion tactil provoca movimientos naturales. Entre las semanas 20 y 24, se
han formado unos primitivos alveolos pulmonares y se han comenzado a producir
surfactantes en los mismos. A partir del tercer trimestre el feto triplica su peso y duplica
su tamafio al almacenar grasa, hierro, proteinas y demas nutrientes. Hacia la semana 26
el feto puede abrir lo ojos y es capaz de responder a estimulos auditivos (8).

La morbilidad y la mortalidad son maés altas durante esta etapa. Alrededor del
30% de los embarazos termina en aborto espontaneo y aproximadamente el 2% de los
recién nacidos vivos presenta malformaciones congenitas importantes. Muchas
anomalias mentales y fisicas macroscépicas son atribuibles a microorganismos
(toxoplasmosis, sifilis y rubeola), sustancias quimicas (etanol, tabaco, drogas,
medicamentos antiepilépticos, mercurio, etc) y agentes fisicos (radiacion) (8).

El dafio depende de la predisposicion del huésped, tiempo de exposicion y el
periodo del embarazo donde ocurrié la exposicion. Algunas manifestaciones de dafios
fetales en el periodo prenatal son evidentes en el transcurso de la vida del nifio (8).

Pagina 1 de 58
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1.1.3. Durante los primeros minutos después del parto.

Una vez que se le ha pinzado el corddn umbilical al recién nacido, este necesita
de muchos cuidados para adaptarse a su nuevo entorno. Por otro lado, es necesario
someter al recién nacido a una inspeccion general para conocer sus condiciones fisicas.
Para ello se aplica el test de Apgar que evalia 5 puntos: frecuencia cardiaca,
respiracion, tono muscular, color y respuesta a estimulos (9).

El test se aplica a los 0, 5 y 10 minutos del nacimiento del neonato. Y en base a sus
resultados, se tomaran, si es que son necesarias, medidas médicas para corregir los
posibles problemas fisioldgicos del neonato. Finalmente se identifican malformaciones
y se aplican medidas profilacticas como la aplicacién de colirios de eritromicina en los
0jos (9).

1.2. Padecimientos respiratorios del recién nacido.

En el momento del nacimiento se pueden presentar varios problemas de salud, y
estos se acentlan en los recién nacidos de alto riesgo, cuya caracteristica principal es
que se trata de recién nacidos prematuros. Esto nos dice, que incluso los recién nacidos
que transcurrieron un periodo fetal satisfactorio no estan exentos de posibles
complicaciones al momento de su nacimiento, ya que pueden presentar padecimientos
como la Hipertension Pulmonar Persistente, que se origina en el lapso de acoplamiento
del neonato a su nuevo ambiente (9).

Los problemas del recién nacido prematuro estan relacionados con la inmadurez de
uno o varios de sus oOrganos Yy sistemas. En el caso del sistema respiratorio de un
neonato prematuro, sus pulmones tienen una deficiencia de surfactantes pulmonares,
padecimiento conocido como enfermedad de la membrana hialina o distréss
respiratorio. Otro padecimiento que puede afectar a los neonatos recién nacidos es la
Hipertensién Pulmonar Persistente (9).

1.2.1. Sindrome de distréss respiratorio del recién nacido.

La enfermedad de la membrana hialina o sindrome de distréss respiratorio
(SDR) es propia de los nifios prematuros. Se debe a un déficit de surfactantes
pulmonares a nivel de la interfase aire — liquido en el alveolo pulmonar que conduce a
un aumento de la tensién superficial. La caracteristica fisiopatologica mas importante es
la atelectasia alveolar difusa que causa hipoxemia y obliga a un gran esfuerzo
respiratorio (9, 10).

Aunque la prematuridad es el factor que predispone la aparicion del distréss
respiratorio, este también puede aparecer a causa de una asfixa, infeccion, diabetes
materna, nacimiento por cesarea y en los gemelos que fueron los segundos en nacer.
También contribuyen a la enfermedad un alto contenido de agua, los mecanismos
inmaduros del aclaramiento del liquido pulmonar y la reducida superficie pulmonar
para el intercambio gaseoso (9, 10, 11).

Pagina 2 de 58
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Pero la causa fundamental de este sindrome es que, debido a la inmadurez de los
sistemas enzimaticos, no se permite sintetizar cantidades suficientes de surfactantes en
los neumocitos. El surfactante pulmonar se encuentra recubriendo la superficie alveolar
de los pulmones. Su principal funcion es reducir la tension superficial de la interfase
liguida. Cuando no hay surfactante, la tensién superficial es muy alta, y cuando hay en
cantidad suficiente, es casi cero. En general, el surfactante pulmonar estad compuesto por
un 90% de fosfolipidos y un 10% de proteinas. (11)

1.2.1.1. Tratamiento.

Existen dos tratamientos principales a los cuales son sometidos los neonatos
prematuros con SDR. Estos son:

a. Administracion de surfactantes.

En diversos ensayos clinicos se ha revelado que el tratamiento sustitutivo con
surfactantes es satisfactorio para mejorar y resolver el SDR. En dichos ensayos se
investiga los efectos de la administracion endotraqueal de preparados de surfactantes
(De origen humano, porcino o sintético) ya sea como tratamiento profilactico después
del nacimiento o como tratamiento de rescate al detectar los sintomas del SDR. La
administracion de surfactantes ha demostrado resultados muy positivos en la evolucion
del recién nacido con SDR. Puede administrarse conjuntamente un inhibidor de las
fosfodiasterasas (10).

La administracion del surfactante se debe efectuar cuando se ha detectado el SDR,
antes de que se produzca una lesién pulmonar. El tratamiento profilactico esta
justificado en neonatos muy prematuros y estos presentan distintas respuestas a la
administracion del biomedicamento. El tratamiento repetido con surfactantes da lugar a
un aumento de la oxigenacion y ventilacion. EI medicamento surfactante (Survanta®,
Infasurf® o Curosurf®) es administrado teniendo en cuenta la vigilancia de los
parametros fisioldgicos del recién nacido asi como el cambio de su posicion de manera
regular para asegurar la correcta distribucién del medicamento (10).

b. Oxigenacion.

La provision de oxigeno debe ser suficiente para mantener presiones arteriales
parciales de 50 — 80 mmHg. Es preciso evitar niveles de fracciones de oxigeno
inspirado (FiO,) mayores de lo necesario debido al riesgo de favorecer el desarrollo de
una lesion pulmonar. El oxigeno se calienta, humidifica y se administra en forma de un
mezclado aire — oxigeno (10).

1.2.2. Hipertension Pulmonar Persistente del recién nacido.

En 1969 Gerson y colaboradores fueron los primeros en utilizar el término
“persistencia de la circulacion fetal”, que mas tarde se termin® de definir como
Hipertencion Pulmonar Persistente del Recién Nacido (HPPRN (10, 12) o PPHN por
sus siglas en inglés (13) en un par de lactantes con caracteristicas fisiologicas
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persistentes de circulacion fetal en ausencia de enfermedad reconocible cardiaca,
pulmonar, hematoldgica o del sistema nervioso (12).

La HPPRN es consecuencia de una alteracion en la transicion circulatoria
perinatal fetal-neonatal normal. También es conocida como circulacion fetal persistente.
Este evento esta caracterizado por un aumento persistente de la resistencia vascular
pulmonar (RVP) al nacer, es decir, la circulacién del recién nacido se convierte
nuevamente en circulacion fetal y gran parte del flujo sanguineo elude los pulmones
(10, 13).

Este padecimiento afecta a aproximadamente de 1 a 2 neonatos de cada 1000
nacidos vivos (10). La aplicacion de tratamientos ventilatorios como Oxido nitrico
inhalado (iNO) y la oxigenacion por membrana extracorpérea (ECMO) han dado lugar a
una mayor supervivencia de neonatos con HPPRN. Sin embargo, los supervivientes de
estos procesos corren riesgo de sufrir secuelas adversas como neumonia crénica,
discapacidades del desarrollo neuroldgico, deterioro auditivo y hemorragia intracraneal,
incluso infarto cerebral, y todo ello debido a la exposicion a condiciones de respiracion
mecanicas cuando sus organismos son aun muy sensibles a los estimulos fisicos (10).

1.2.2.1. Tratamiento

Un recién nacido ciandtico se considera una urgencia médica, por lo que una
intervencion inmediata trata de prevenir o mejorar la HPPRN y es decisiva para evitar
lesiones hipdxicas-isquemicas. El objetivo principal al invertir una hipoxia es reducir la
RVP, mejorar la oxigenacion y optimizar la presion arterial sistémica (10).

a. Oxigeno suplementario

La hipoxia es uno de los eventos vasoconstrictores pulmonares mas potentes, por
ello el uso de oxigeno suplementario (Oxigeno al 100%, para obtener una tension de
oxigeno arterial elevada o normal) es el tratamiento preferentemente utilizado para
disminuir la RVP elevada (10).

b. Incubacion y respiracién mecanica
Se instituyen medidas de soporte ventilatorio cuando la hipoxia persiste a pesar de la
administracion maxima de oxigeno (10).

c. Oxido nitrico inhalado (iNO)

El iNO, administrado mediante ventilacion convencional o en alta frecuencia, en
dosis de 5 a 40 ppm disminuye selectivamente la RVP. El INO, producido naturalmente
dentro de las células endoteliales incluido el endotelio pulmonar, difunde en las células
musculares lisas incrementando la cantidad de guanosin monofosfato ciclico (cGMP)
intracelular, relaja el complejo miosina-actina y da lugar a la vasodilatacion pulmonar
(10).

Se recomienda el uso de iINO en recién nacidos con o menos 34 semanas de
gestacion y con confirmacion de HPPRN mediante una ecocardiografia. La
metahemoglobinemia es el resultado de la intoxicacion por la administracién del iNO,
es por ello que se deben monitorear continuamente los niveles de metahemoglobina.
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d. Oxigenacion por membrana extracorpérea (ECMO)

Cuando la terapéutica convencional o el 6xido nitrico no pueden romper el ciclo de
hipoxia y vasoconstriccion pulmonar, y méas aun cuando la probabilidad de
supervivencia es minima, se debe de considerar la utilizacion de la oxigenacién
extracorporea mediante membrana (ECMO). La ECMO es una modificacion del bypass
cardiopulmonar en la cirugia a corazon abierto, el cual causa poca hemdlisis pudiéndose
utilizar durante varios dias.

La ECMO es una ayuda excelente ya que descomprime la circulacion pulmonar, a la
vez que mantiene la circulacion sistémica. También suprime el shunt izquierda —
derecha. La hipoxia y la hipercarbia se corrigen a la vez que disminuyen las presiones
ventilatorias y la concentracion de oxigeno inspirado. La ECMO permite la atencién
directa de los dos componentes principales de la HPPRN: El intercambio gaseoso y la
hipertension pulmonar (10, 12).

e. Sedacion y analgesia

Dado que la liberacion de catecolaminas activa los receptores a-adrenérgicos
pulmonares, en la manifestacion de dolor aumenta la RVP. Un tratamiento adyuvante
atil es la administracion de un analgésico opiaceo como el sulfato de morfina o el
fentanilo. Este agente es un potente opiaceo de accion corta que reduce el dolor y el
malestar y disminuye a un minimo la actividad del sistema nervioso simpético. En raras
ocasiones se utiliza un bloqueador neuromuscular como pancuronio para obtener una
relajacion muscular con el objetivo de sincronizar la respiracion del neonato con la
ventilacion mecénica.

f. Alcalosis metabolica

Después de la oxigenacion, el tratamiento para HPPRN se debe de enfocar en la
alcalosis. La alcalosis es el estimulo fisiolégico que reduce la RVP. La alcalosis puede
obtenerse con una ligera hiperventilacion, optimizando la presion arterial y/o con un
tratamiento metabodlico con bicarbonato de sodio. EI pH recomendado en neonatos con
HPPRN es de 7.35 a 7.45 (10).

g. Medidas de soporte hemodinamica

Es necesario un gasto cardiaco adecuado para incrementar al maximo la oxigenacion
tisular y el contenido de oxigeno venoso mixto. La optimizacion de la presion arterial
sistémica para contrarrestar la RVP elevada es un objetivo terapéutico a corto plazo
(10).

h. Correccion de otras anomalias metabdlicas

Las anomalias bioquimicas pueden contribuir al shunt derecha-izquierda a través del
deterioro del gasto cardiaco. En el tratamiento de neonatos con HPPRN es
especialmente importante la correccién de la hipoglucemia y la hipocalcemia para
proporcionar los sustratos adecuados para la funcion miocardica y la respuesta a los
agentes farmacologicos (10).

i. Correccion de la policitemia

La hiperviscosidad, asociada con policitemia, aumenta la RVP y se acompafa de la
liberacion de sustancias vasoactivas a través de la activacion plaquetaria. Se considerara
una exanguinotransfucion parcial para disminuir el hematocrito al 50-55% en neonatos
con HPPRN cuyo hematocrito central supera el 65% (10).
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J.  Agentes farmacologicos adicionales
El tratamiento farmacol6gico es complementario, y se dirige simultaneamente hacia

la optimizacion del gasto cardiaco, aumentar la presion arterial sistémica y disminuir la
RVP. Actualmente se ha respaldado, mediante estudios clinicos, el uso de sulfato de
magnesio, prostaciclina inhalado o nitrito de etilo inhalado. Se estan investigando los
inhibidores de fosfodiasterasas que aumentan la concentracién de cGMP reduciendo su

degradacion, tal como el sildenafil (10).
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1.3. Citrato de Sildenafil

El sildenafil, administrado como citrato o maleato de sildenafil, es un inhibidor
potente e irreversible principalmente de la fosfodiasterasa tipo 5 (PDE-5, por sus siglas
en inglés), siendo capaz de aumentar el flujo sanguineo del cuerpo cavernoso del pene
al relajar el masculo liso del mismo. Es un medicamento ampliamente prescrito para el
tratamiento de la disfuncién eréctil. Este farmaco no aumenta ni afecta la ereccion en
varones que no tienen impotencia sexual (1, 2, 14).

El mecanismo fisioldgico responsable de la ereccion del pene implica la
liberacion de oxido nitrico (NO) en el cuerpo cavernoso durante el estimulo sexual. En
consecuencia, el NO activa la enzima guanilato ciclasa (GMPc), ocasionando la
relajacion del musculo liso (3). Las fosfodiasterasas de nucleétidos ciclicos, las cuales
hidrolizan a la AMPc y a la GMPc, representan la Unica via de degradacion de estos
compuestos intracelulares. En  madsculo liso de mamifero, al menos, 5 isoenzimas de
PDE (PDE1 — PDES5) han sido identificadas mientras que otras posibles isoenzimas
siguen estudiandose (2). El sildenafil, no es selectivo a las PDES5, pero si es mucho méas
potente sobre ésta fosfodiasterasa que sobre las otras (3).

Por otra parte, los problemas fisiologicos relacionados con la circulacion
pulmonar desarrollan una respuesta directa a hipoxia, es decir, generan una
vasoconstriccion. La hipoxia debido a una vasoconstriccion se puede presentar desde el
nacimiento hasta la edad adulta y generalmente son problemas que comprometen la vida
del paciente. Entre ellas estd el Sindrome de disstrés respiratorio y la Hipertension
Pulmonar Persistente del Recién Nacido y la Hipertensién Pulmonar en el adulto, la
cual puede ser presentada en pacientes con enfermedades pulmonares obstructivas,
como por ejemplo bronquitis crénica o embolia pulmonar aguda severa. En esta ultima
no existe tratamiento curativo, excepto el trasplante de corazon — pulmon (2).

Desde que se descubrio que las PDE’s estan presentes en las paredes de la arteria
pulmonar y que en la actividad GMPc — PDE en dicho tejido principalmente interviene
la PDE5, en los ultimos afios algunos inhibidores de esta isoenzima han sido
administrados para contrarrestar la hipertension pulmonar tanto en animales como en
humanos (2). En este campo se han realizado incontables investigaciones, entre las que
sobresalen Pauvert O. y Col., que demostraron la alta sensibilidad de la interaccién
Sildenafil-PDES5 en tejido de arteria pulmonar en rata y Diaz C. que demostré que el
sildenafil inhibe selectivamente la hipertension arterial inducida. Actualmente se estan
realizando muchos estudios para evaluar la factibilidad del uso de inhibidores de PDE5S
para el tratamiento de enfermedades asociadas a Hipertension Pulmonar tanto en
menores como en adultos (6, 7, 14, 15, 16).
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1.3.1. Propiedades quimicas y fisicas

Estructura quimica del citrato de sildenafil.

OCHCHy

Figura 1. Estructura quimica del citrato de sildenafil.

Formula condensada: CoH3oNgO4S - CeHg07 (17)

Nombre quimico: citrato de 5-[etoxi-5-(4-metilpiperazin-1-ilsulfonil)fenil]-1,6-dihidro-
1-metil-3-propil-pirazolo-[4,3-d]pirimidin-7-ona (17)

Categoria quimica: Derivado de pirazolopirimidona (18)

Peso molecular: 666.7 g/mol (Citrato de sildenafil) (19) y 474.6 g/mol (Sildenafil) (20)
Nombre comercial en México: Viagra ® (19)

Apariencia: Es un polvo cristalino de color blanco a blanco palido (20)

Punto de fusion: 187 a 189 °C (20)

pKa: 6.5y 9.2 (Citrato de sildenafil) (17); 8.7 (Sildenafil) (20)

Solubilidad: El citrato de sildenafil tiene una solubilidad de 3.5 mg/mL en agua (17)
Longitud de onda de maxima absorcion: 230 nm (21, 22, 23)

Log D 74=2.7 (24)

1.3.2. Farmacodinamia

El sildenafil es un inhibidor competitivo de la fosfodiasterasa tipo 5, encargada
de la degradacion de la GMPc. La tumefaccion peneana ocurre de 15 a 20 minutos si
hay estimulacion sexual o en 40 minutos después de su ingestién. En un porcentaje
elevado de casos de disfuncién eréctil produce erecciones mas persistentes, relaciones
sexuales mas satisfactorias y orgasmo (25). Su farmacodinamia en otros padecimientos
esta en estudio.

Las dosis de citrato de sildenafil usualmente prescritas, equivalen a 50 y 100mg
de sildenafil base (20). Su efecto es méas potente sobre la PDE5 que sobre otras
fosfodiasterasas conocidas (10 veces sobre la PDE6, > 80 veces para la PDEL, > 700
veces para las PDE2, PDE4, PDE7 — PDE11) (3).

1.3.3. Farmacocinética

El sildenafil es rapidamente absorbido después de la administracion oral,
aproximadamente el 92% de la dosis administrada (26). La concentracion pico en
plasma se alcanza dentro de 30 a 120 minutos. La velocidad de absorcion es reducida
cuando se toma con alimentos. Sufre efecto de primer paso, y es mucho mas alto que el
porciento de farmaco no absorbido. Es ampliamente distribuido a los tejidos y
metabolizado en el higado principalmente por el CYP3A4. Una parte es metabolizada
por el CYP2C9 EI farmaco no penetra en las células sanguineas (20, 26).
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El principal metabolito formado, N-desmetilsildenafil (UK-103,320), tiene
actividad similar al sildenafil y conforma del 20 al 30% del total de la concentracién
plasmatica del farmaco, después de un régimen de dosificacion de dosis Unica. El
sildenafil es excretado predominantemente como sus metabolitos (Ver figura 2) en
heces (80% de la dosis administrada) y muy poco en la orina (13% de la dosis
administrada). La aclaracion renal puede estar disminuida en la juventud, en presencia
de problemas renales severos y en dafio hepatico (20). El farmaco no metabolizado es

recuperado en las heces o en la orina, lo que indica que el metabolismo es el mejor
mecanismo para la eliminacién del sildenafil (1, 6, 26).
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1.3.3.1.Constantes farmacocinéticas.

Biodisponibilidad: 40% (20)

Vida media en plasma: de 3 a 5 horas para sildenafil y de 4 horas para N-
desmetilsildenafil. (20)

Depuracién plasmética: 41 L/h (20)

Volumen de distribucién: Aproximadamente 105 L (20)

Enlace a proteinas: 96% para sildenafil y N-desmetilsildenafil (20)

Dosis: 50 y 100 mg (20)

Dosis maxima: 100 mg/dia (20)

Cmax. 1044 ng (Dosis de 100 mg) (22)

1.3.4. Presentaciones y Dosis

Caja con 1 o 4 tabletas en dosis de 50 o 100mg. Laboratorios Pfizer (25). La
dosis méxima es de 100 mg/dia y ésta debe de ajustarse en pacientes con cirrosis
hepatica o dafio renal severo y aquellos que estan siendo tratados con inhibidores
potentes del citocromo P-450 3A4 (18). En el mercado se cuenta con Sildenafil Gl.

1.3.5. Interacciones medicamentosas

El sildenafil y otros inhibidores de las fosfodiasterasas tipo 5 pueden potenciar
los efectos hipotensivos de nitratos organicos y del nicorandil, por lo que estan
contraindicados en pacientes que estan bajo la administracion de dichos farmacos (4).

En general, el sildenafil tienen interacciones medicamentosas con farmacos y
alimentos cuyo metabolismo esté ligado al citocromo P450 isoenzima CYP3A4. La
cimetidina, delavirdina, eritromicina, itraconazol y ketoconazol prolongan el efecto del
sildenafil; los inhibidroes de las proteasa incrementan el efecto del sildenafil mientras
que el rifampin lo decrementa. El jugo de uva debe ser evitado cuando se administra
cualquier inhibidor PDE5 (4, 18).

1.3.6. Efectos adversos

Los efectos adversos mas comunmente reportados del sildenafil son dolor de cabeza,
rubor y dispepsia. También se presentan disturbios visuales (Vision borrosa,
alteraciones de la percepcidn de los colores y sensibilidad a la luz), vértigo y congestién
nasal. Otros efectos adversos son diarrea, vomito, dolor y enrojecimiento de los 0jos,
epistaxis, dolor muscular y de espalda, enrojecimiento de la piel, infeccion del tracto
urinario, sincope, hemorragia cerebro vascular, y ataque isquémico (4, 18).

Se han reportado palpitaciones y serios eventos vasculares, incluyendo muerte
cardiaca subita asociada al uso de sildenafil. Ademas, el paciente con disfuncion eréctil
tratado con sildenafil, debe informar si sus erecciones se prolongan mas de 4 horas y si
se presenta dolor en las mismas, pues estos eventos pueden desencadenar disfuncién
eréctil permanente (4, 18).
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1.3.7. Métodos analiticos empleados para cuantificar sildenafil.

En la literatura existen varios métodos analiticos para cuantificar sildenafil. Las
condiciones de los métodos se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones cromatograficas de algunos métodos por CLAR para cuentificar Citrato de
Sildenafil en plasma humano.

Autor Columna Detector y Fase movil y Estandar Extrayente /
temperatura velocidad de flujo. Interno Observaciones
Ghazawi M. Hipersil C8,150 Detector Acetonitrilo:Metanol:  Roxitromicina ter-butil ~ metil
A., et al, x46mm,5um. electroguimico Buffer de fosfatos eter
2006. (1) (27°C) 0.05M (18.5:34.5:47)
pH 7.68. 1.3 mL/min
Wang Y. et C18, 50 x 4.6 Detector de Metanol 10mM Diazepam Eter -
al,. 2005. (14) mm Masas. Acetato de amonio diclorometano
Temp. (85:15) pH 7; 0.7 (3:2)
Ambiente. mL/min
Sheu M. T., et Intersil 5 ODS- UV, 230 nm, Acetonitrilo 30mM  Butilparabeno Acetato de etilo
al., 2003. (21) 2, 4.6x150 mm, Temp. de fosfato de potasio
5um ambiente monobasico  (55:45)
pH 6. 0.5 mL/min
Flores F., et C18 UV, 230 nm, Fosfato de sodio No reportado Benceno
al., 2000. (22) Temp. monobasico 0.02M :
ambiente Acetonitrilo (70:30); 1
ml/min
Cooper J., et Kromasil C4, UV 230 nm. Acetonitrilo UK-108, 302 Sistema de
al., 1996. (23) 100 x 4.6 mm, Temp. 40°C clorhidrato de (Metabolito de concentracion
5um dietilamina 10 mM : sildenafil) ASTED
bufer de fosfatos 500
mM (28:4:68) pH 4.5.
1.5 mL/min
Osman M., et C18, 150 x 3.9 UV 230 nm. 20 mM de fosfato de Dexametazona Eter
al., 2006. (27) mm T. ambiente. sodio monobaésico:
acetonitrilo  (65:35).
1.3 mL/min
Daraghmeh et Waters UV 240nm. 0.2 M de acetato de NoempleaE.l Método
al. (28) pBondapak amonio (pH 7.0) y indicativo de
C18, 300x3.9 acetonitrilo estabilidad y
mm, 10pm. (2:2vol/vol). ImL/min deteccion de
compuestos
relacionados.
Segal et. Al.  Merck UV 225nm. Buffer 70mM  de NoempleaE.l Método
(29) LiChrospher potasio de fosfato indicativo de
100RP18, C18, monobasico y 100mM estabilidad y
250 x 4mm, de trietilamina. pH 3 deteccion de
5um. ajustado con Acido compuestos
fosférico. relacionados.
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1.4. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR)

La medicion y cuantificacion de sustancias quimicas es una parte vital de la ciencia.
Esta no puede concebirse sin la existencia de la Quimica Analitica, que incluso ha
permitido la identificacion y cuantificacion de los elementos del suelo marciano. En esta
disciplina, a lo largo de la historia, se han desarrollado numerosas técnicas analiticas,
tanto fisicas como quimicas, y unas mucho mas versatiles y con un campo de aplicacion
mas amplio que otras. Este es el caso de la Cromatografia (30).

Durante el siglo XX la Cromatografia cambio la forma en la cual las sustancias
naturales y quimicas son investigadas, convirtiéndose en una herramienta analitica
indispensable en todas las areas de la ciencia y la tecnologia, incluso en la bioquimica y
las ciencias de la vida. El impacto de la cromatografia en la bioquimica y la
biotecnologia se ha acentuado en las ultimas dos décadas y su evolucion sera ain mas
importante en los afios venideros. Es seguro que en las préximas décadas la
cromatografia buscara nuevos campos de aplicacion y encontrara nuevas formas de
Ilevar a cabo sus objetivos (30).

1.4.1. Definicion.

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR o HPLC por sus siglas en
inglés) es una técnica analitica de separacion, basada en un flujo, que involucra la
distribucion de los analitos presentes en una mezcla a separar entre dos fases
inmiscibles entre si. Una de ellas es la fase estacionaria (no mavil), mientras que la fase
movil es un fluido (gas, liquido o fluido supercritico) que se usa como portador de la
mezcla, cuyos componentes se separan por procesos de particion, adsorcion o
intercambio i6nico, segun el tipo de fase estacionaria empleada (30, 31, 32).

1.4.2. Mecanismos generales del proceso cromatografico.

Los procesos cromatogréaficos pueden ser clasificados de acuerdo al tipo de
equilibrio involucrado en el mismo, que es dependiente del tipo de fase estacionaria.
Los més comunes son: adsorcion, reparto, intercambio idnico, penetracion en poro,
afinidad, y en los ultimos afios la cromatografia quiral (31).

1.4.2.1.Cromatografia de adsorcion

La adsorcion es un fenomeno fisico de superficie, dependiente de fuerzas de
Van der Waals débiles, fuerzas de London y de puentes de hidrégeno. La adsorcién
conocida como de intercambio ionico involucra interacciones eléctricas (31).

La fase estacionaria es un solido, comunmente silica o alimina, y la separacion
ocurre mediante un proceso de adsorcidn-desorcion, lograndose una separacion de los
compuestos gracias al distinto grado de afinidad entre estos y la fase estacionaria. La
fase movil puede ser un liquido o un gas. La Cromatografia de Capa Fina es un ejemplo
de este mecanismo (31).
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1.4.2.2.Cromatografia de reparto

El fundamento de la cromatografia de reparto liquido — liquido es la distribucion
de los solutos entre una fase maovil y otra estacionaria inmiscible soportada sobre un
solido inerte; es decir, la causa de discriminacion entre solutos se encuentra en la
diferencia de solubilidad (31).

1.4.2.2.1. Cromatografia de fase normal y reversa.

Existen dos tipos de cromatografia de reparto, la cromatografia en fase normal y
cromatografia en fase reversa. Fase normal significa que la polaridad de la fase
estacionaria es tan alta como la fase mdvil, por ejemplo el uso de silice en la
cromatografia de adsorcion, de trietilenglicol o agua con un disolvente relativamente no
polar, como el hexano o i-propil éter. Por otro lado, la fase reversa significa que la
polaridad de la fase estacionaria es mucho menor que la fase mdévil, en muchos casos
hidrocarburos, mientras que la fase movil es un disolvente relativamente polar (como el
agua, metanol, acetonitrilo o Tetrahidrofurano). La elucion de los compuestos quimico
seré en su respectivo orden de polaridad y comenzara con el menos polar (fase normal)
0 el més polar (fase reversa). En la tabla 2 se resumen las caracteristicas de ambas
técnicas (31, 33)

Tabla 2. Caracteristicas de los dos tipos de cromatografia de reparto.

Caracteristica Tipo de cromatografia
Fase normal Fase reversa
Polaridad de la fase Alta Baja
estacionaria.
Polaridad de la fase Media — Baja Media — Alta
movil.

Fase movil tipica. Heptano/Cloroformo Metanol/Agua
Orden de elusién. Primero el menos polar Primero el mas polar
Aumento de retencion de Decremento de la polaridad Aumento de la polaridad de

solutos. de la fase movil la fase movil.

La cromatografia de fase reversa es la mas popular. Se estima que mas de tres
cuartas partes de las separaciones en CLAR se realizan por dicho método, debido a que
presenta las siguientes ventajas: (31, 33)

e Puede separar muestras que contienen compuestos de una gran amplitud de
polaridad.

Hay posibilidad de usar una gran variedad de fases enlazadas.

Se emplean fases moviles relativamente baratas ademas de que se equilibran
rapidamente con la fase estacionaria.

Puede ser aplicada en la separacion de compuestos ionicos.

Es un metodo facil, rapido y muy reproducible en comparacion con otros
métodos CLAR.

Sin embargo, también tiene limitaciones. Las mas importantes son: (31)
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e El intervalo de trabajo de muchas fases enlazadas de silica es de un pH 3 a 8.
Menor a 3 los grupos enlazados son removidos y mayor a 8 se solubiliza la silica
en la fase movil.

e La presencia de grupos silanoles no enlazados en la superficie de la silica puede
causar a menudo coleo, tiempo de retencion excesivo y un comportamiento no
reproducible.

1.4.2.3.Cromatografia de intercambio iénico

Este mecanismo se caracteriza porque se lleva a cabo en adsorbentes especiales
que contengan grupos intercambiadores de iones. La cromatografia de intercambio
ionico utiliza como soportes al silice 0 a resinas constituidas por una mezcla enlazada de
estireno — divinil benceno (SDB), la cual contiene grupos quimicos capaces de
intercambiar cationes (grupo enlazado sulfénico) o aniones (grupo enlazado amonio
cuaternario) (31).

La cromatografia de intercabio idnico es el método de seleccion para el anlisis
de iones inorganicos asi como la separacion de macromoléculas cargadas. Los
compuestos &cidos pueden separarse de acuerdo a su fuerza con intercambiadores
anionicos fuertes (El &cido mas débil emerge primero). EI mecanismo de retencién mas
comun es el intercambio simple de los iones de la muestra y de la fase movil con el
grupo cargado de la fase estacionaria (31).

1.4.2.4.Cromatografia de exclusion molecular

En este tipo de cromatografia, las moléculas solvatadas son separadas de
acuerdo a su tamario, es decir por su habilidad de penetrar a una estructura tipo tamiz.
Se usa ampliamente para la separacion preparativa de macromoléculas de origen
bioldgico ademas de la purificacion de polimeros naturales y/o sintéticos. Existen dos
variantes: permeacién en gel y filtracion en gel. La primera se lleva a cabo cuando los
solutos son solubles en disolventes de mediana polaridad y la segunda cuando los
solutos son solubles en agua. En este tipo de cromatografia, los solutos de mayor
tamafio emergen primero (31)

1.4.2.5.Cromatografia de afinidad

Es la cromatografia mas selectiva y en algunos casos especifica debido a que se
fundamente en interacciones antigeno — anticuerpo, enzima - sustrato. La fase
estacionaria esta compuesta por biomoléculas altamente especificas (ligando de
afinidad) enlazadas covalentemente o atrapadas fisicamente en un soporte poroso. Entre
los ligandos de afinidad mas comunes estan anticuerpos e inhibidores enzimaticos
enlazados reversible y selectivamente (31, 33).

La fase estacionaria es solida y puede ser de agarosa o de vidrio poroso. En este
método, la fase estacionaria retiene selectivamente al compuesto, el cudl es lavado al
sequir el flujo de la fase movil para finalmente modificar el pH y el compuesto de
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interés sea liberado. Por otra parte, la fase movil debe, al inicio, favorecer el enlace
analito — ligando y posteriormente debilitarlo (31, 33).

1.4.2.6.Cromatografia quiral

En los ultimos afios se ha avanzado en la separacion de compuestos especulares
no superponibles, los compuestos quirales. Para ello se requieren fases estacionarias
quirales o aditivos a la fase movil quirales (En ambos casos conocidos como agentes de
resolucion quiral). Los mecanismos de interaccion posibles son fuerzas de traccion,
como los enlaces 7, puentes de hidrégeno y dipolos (33).

1.4.3. Instrumental

Un sistema instrumental estandar para una elucion isocratica en CLAR consiste
basicamente en:

e Un reservorio de disolvente

e Una bomba capaz de bombear el disolvente a presiones de hasta 6000 psi y a
flujos de 0.1 a 10mL/min, ademés de tener un bombeo constante (libre de
pulsos), reproducibilidad de 0.5% relativo o mejor y componentes resistentes
a la corrosion.

e Un inyector loop, el cual puede ser alimentado con un volumen de 1 a 200
uL (20uL es usado como estandar).

e Una columna, la cudl es un tubo de acero inoxidable empacado con la fase
estacionaria y con un tamafio de particula promedio de 3,50 10 um.

e Un detector, que usualmente es un detector UV/VIS, pero para aplicaciones
especiales existe un amplio rango de detectores disponibles.

e Un sistema de captura de datos, el cual puede ser un integrador o una PC con
un software adecuado para el procesamiento de los datos cromatograficos.

e La columna se conecta al inyector y al detector mediante tubos de diametro
interno estrecho (0.2 mm) con el objeto de minimizar el “Volumen muerto”
(Espacio vacio donde la cromatografia no esta ocurriendo y las bandas de los
compuestos puedan ensancharse por difusion)

¢ Instrumentos mas avanzados pueden tener sistemas automaticos de inyeccion
de muestras, un horno para columna y un sistema capaz de mezclar dos o
mas disolventes en proporciones variables con el tiempo para producir un
gradiente de fase movil (34, 35).

1.4.3.1.Recipientes para fase movil

Los cromatografos de liquidos actuales, por lo general estan equipados con uno
0 mas recipientes de vidrio que contienen 500 mL o mas un disolvente, ademas de un
sistema degasificador que elimina los gases disueltos y un sistema que elimina las
particulas en suspension de la fase movil. A pesar de que el equipo cuente con dichos
aditamentos, es necesario filtrar y degasificar la fase mévil antes de bombearla por el
equipo (34, 35).
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1.4.3.2.Bombas

En cromatografia de liquidos se utilizan principalmente dos tipos de bombas, a
saber, la del tipo de jeringa accionada por tornillo y la del tipo reciprocante. Esta ultima
se usa en casi todos los tipos de cromatdgrafos comerciales modernos (35).

Bombas reciprocantes (De una y doble cabeza). Consisten en una pequefia
camara en la que el disolvente es impulsado por el vaivén de un piston, y dos
valvulas de globo unidireccionales permiten la salida y entrada del
disolvente. La desventaja es que una bomba reciprocante produce un flujo
pulsado, el cudl es reducido con una cabeza doble o levas elipticas. Tiene la
ventaja de tener un volumen interno pequefio, su facil adaptacion a los
gradientes y que son practicamente independientes del contraflujo
proveniente de la columna y de la viscosidad del disolvente (31, 35, 36).

Bombas de tipo jeringa o desplazamiento. Se llaman asi porque poseen una
camara similar a la de una jeringa, ademas de estar equipada con un émbolo
que se activa por un mecanismo de tornillo accionado por un motor de
etapas. Estas operan por desplazamiento directo del disolvente por la accion
del émbolo que se desplaza mecanicamente a velocidad constante. Su
desventaja es que poseen una capacidad de volumen limitada y muchas
dificultades cuando este se tiene que cambiar (31, 35).

Bombas de presion constante. En estas bombas, la presion de un cilindro de

gas que es suministrada a través de un piston grande impulsa la fase movil,
mientras de manera eléctrica se vacia la camara de otro piston (31).

1.4.3.3.Inyectores

A menudo el factor limitante de la precision en las mediciones cromatogréaficas
es la reproducibilidad con la que se pueden introducir las muestras en el empaque de la
columna. Por consiguiente es necesario inyectar volimenes pequefios sin despresurizar
el sistema. Para introducir la muestra al sistema se emplean inyectores que inyectan
desde 1 hasta 100 pL a presiones de hasta 7000 psi (35). Las caracteristicas de un
inyector son las siguientes:

Permitir introducir volimenes pequefios y reproducibles de muestra.

Debe originar la menor dispersion fisica posible de volumen mezclado en el
sistema hidrodindmico para evitar que los picos cromatograficos se
ensanchen.

Su funcionamiento no debe de alterar las caracteristicas hidrodindmicas del
sistema

La insercion de la muestra en la columna presurizada debe ser en forma de
un pulso fino de manera que el ensanchamiento del pico debido a este paso
sea despreciable.

El sistema de inyeccion en si mismo, no debe de tener volumen muerto (31).
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Existen diferentes tipos de inyectores:

e Valvulas y loops (rizos) de muestreo. Son los mas empleados. El loop
calibrado, se llena lavandolo profusamente con una solucion de la muestra.
El giro del rotor de la valvula coloca el lazo lleno de muestra en la corriente
de fase mavil sin interrupcion significativa del flujo (31).

e Flujo suspendido. En este tipo de sistema de inyeccion, la bomba se detiene
hasta que la presion en la entrada de la columna es esencialmente la
atmosférica. Luego se inserta la jeringa, la muestra se inyecta en la forma
normal y la bomba se activa (31).

e Septa. Son inyectores semejantes a los empleados en cromatografia de gases.
Son usados a presiones de 60 a 70 atm. La septa no es compatible con todos
los disolventes empleados en CLAR. Ademas, las pequefias particulas de
gotas en la septa pueden provocar problemas al entrar (36).

Actualmente lo equipos comercialmente disponibles poseen automuestreadores,
los cuales son compartimentos en donde se almacena un numero limitado de muestras
dentro de un rango de temperatura requerida, para después ser inyectadas de acuerdo a
una secuencia de computadora (35).

1.4.3.4.Detectores

A diferencia de los detectores de cromatografia de gases, que fueron creados
especificamente para detectar pequefias cantidades del analito en un flujo de un gas, los
detectores para la cromatografia de liquidos han sido instrumentos analiticos
tradicionales adaptados a celdas de flujo para medir concentraciones bajas de solutos en
fluidos liquidos (35).

Los detectores para CLAR son de dos tipos basicos. Los detectores basados en
una propiedad de la solucién (generales) son sensibles a una propiedad de la fase movil,
como el indice de refraccion, la constante dieléctrica o la densidad, la cuél es modulada
por la presencia de solutos. En cambio los detectores basados en una propiedad del
soluto (selectivos) responden a alguna de las propiedades de este ultimo, como la
absorbancia en el UV, fluorescencia o corriente de difusion, que no son inherentes a la
fase movil (31, 35).

Las caracteristicas ideales que debe poseer un detector para CLAR son:

Sensibilidad alta y respuesta constante a la muestra.

Responder a todos los solutos y tener especificidad constante.

Tener un rango amplio de linealidad.

No ser afectado por cambios de temperatura y flujo de la fase movil.
Responder independientemente de la fase mavil.

No contribuir al ensanchamiento del pico

Ser confiable, conveniente, facil de usar y economico.

Respuesta que se incremente linealmente con el soluto.
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e No destruir al soluto.
e Proveer informacion cuantitativa del pico detectado.
e Respuesta rapida (31)

Existen diferentes tipos de detectores y se emplean de acuerdo a la caracteristica
del sistema fase movil-fase estacionaria—analito adecuada para cuantificar la sustancia
de interés. Estos son:

a. Detector de absorcion ultravioleta (UV)

Estos detectores, generalmente de doble haz, tienen una forma de Z y poseen un
volumen interno pequefio (1 a 10 pl) para no ensanchar la banda cromatografica. Los
primeros fueron fotdmetros de filtro con una ldmpara de mercurio como fuente, la cual
solo podia trabajar a 254, 250, 313, 334 y 365 nm (Longitud de onda fija). Actualmente
son detectores de absorcion con capacidad de barrido y arreglo de diodos que permiten
tener un cromatograma completo a una sola longitud de onda. Cuando los picos estan
suficientemente separados, se puede elegir distinta longitud de onda para cada pico (35).

b. Detectores Infrarrojos.

Ya sea por sistema de filtros o basados en el sistema de la transformada de
Fourier, son celdas que se parecen mucho a los detectores UV. Su limitante es que
muchos de los disolventes empleados en CLAR poseen baja transparencia al detector
IR, ademas de que las fases modviles compuestas de agua deterioran las paredes de la
celda IR hechas de cloruro de sodio o floruro de calcio (35).

c. Detector de indice de refraccion.
Este detector es diferencial, pues el solvente en su camino a la columna pasa a
través de una mitad de la celda y el eluyente que provienen de la misma columna pasa a
través de la otra mitad. La celda esta separada por una placa de vidrio que es capaz de
desvir un haz de luz incidente si las soluciones tienen distintos indices de refraccién
(35).

Son detectores universales, pues responden a casi todos los solutos. Su
desventaja radica en su alta sensibilidad cambios de temperatura, por lo que es necesario
controlarla incluso hasta milésimas de grado centigrado (35).

d. Detector de fluorescencia.

Funcionan y estan disefiados de manera muy similar los empleados en otras
aplicaciones. Su ventaja es su alta sensibilidad y por solucionar de la deteccion de
compuestos que no absorben luz UV. Para ello es necesario derivatizar el compuesto no
fluorescente con otro que si lo sea, como es el caso del cloruro de dansilo, que al
reaccionar facilmente con grupos fenoles y amino, se emplea para al cuantificacion de
amino acidos (35).

e. Detector electroquimico
Se basan en la amperometria, voltamperometria, coulombimetria y
conductimetria. Son sistemas reductores u oxidantes compuestos por dos electrodos: el
indicador y el de referencia. Sus ventajas es que son muy sensibles, sencillos ademas de
tener una amplia aplicabilidad. Su desventaja principal es su inutilidad en métodos
analiticos por gradientes (35).
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f. Detectores de masas.

Un detector de masas acoplado a un equipo CLAR sonaria un método ideal, sin
embargo, se tienen problemas en su acoplamiento debido a que el espectrémetro de
masas (MS) necesita una muestra en fase gaseosa. Par ello, se necesita evaporar el
solvente y eliminar su exceso, generalmente por la técnica de ionizaciéon a presion
atmosférica (35).

El acoplamiento LC/MS ocasiona una alta selectividad porque los picos no
resueltos se pueden aislar al supervisar solo una masa seleccionada, ademéas de
proporcionar huellas dactilares de un producto particular, proporcionar la masa
molecular, informacion estructural y analisis cuantitativo exacto. En caso de algunas
mezclas complejas, la combinacién cromatografia liquida — espectrometria de masas no
proporciona la resolucién adecuada, por lo que es necesario acoplar dos o mas
analizadores de masa en “tandem”. Cuando se combina un cromatégrafo de liquidos con
un detector de masas en tandem, recibe el nombre de cromatografia de liquidos-
espectrometria de masas-espectrometria de masas o LC/MS/MS (35).

1.4.3.5.Fase movil

AUn cuando la fase movil no es parte del instrumental, el control del flujo, la
presion y la composicion de la misma son muy importantes. Los disolventes que
componen a la fase movil deben de tener las siguientes caracteristicas:

Ser puro.

No reactivo con el empaque de la columna.
Ser compatible con el detector.

Disolver la muestra.

Baja viscosidad y bajos puntos de ebullicion.
No reaccionar con el analito.

Miscibles entre ellos.

Polaridad adecuada para permitir la retencion conveniente del analito en la
columna.

No interferir con el sistema de deteccion.

e Seguros (31, 35, 36)

Cuando un quimico esta desarrollando un nuevo método analitico por CLAR,
este gasta un tiempo considerable en la eleccion de la columna. También lo debe de
hacer en su eleccion de fase movil. En el caso de trabajar con un detector UV, es
importante a que longitud de onda absorbe el disolvente pretendido a ser usado, asi
también como su viscosidad, miscibilidad, solubilidad, volatilidad, polaridad,
inestabilidad y reactividad (37).

El orden de polaridad de los disolventes comunmente empleados en CLAR es el
siguiente: agua > acetonitrilo > metanol > etanol > tetrahidrofurano > propanol >
ciclohexano > hexano. En la tabla 3 se muestra la longitud de onda a la cual absorben
algunos disolventes usados en CLAR (33, 37).
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Tabla 3. Longitud de onda a la cual los disolventes mas cominmente empleados en CLAR absorben luz
UV (Valores de Cut off).

Disolvente o clase de Rango de
disolvente absorcién (nm)
Acetonitrilo y agua <190
Alcanos 190-205
Alcoholes alquilicos 205-220
Eteres alquilicos 210-220
Cloruros alquilicos 220-270
Freones 225-245
Acetatos alquilicos 250-260
Amidas alquilicas 260-270
Benceno y bencenos alquilicos  270-290
Cloruros de bencilo 280-310
Cetonas alquilicas 320-340

1.4.3.6.Columnas y fases estacionarias

Una columna es la parte esencial del cromatdgrafo de liquidos, ya que en ella
tiene lugar la separacion entre analitos e interferentes. Los tipos generales de columnas
en CLAR se mencionan en la figura 3.

f Por recubrimiento

Empaquetamiento pelicular Porosidad superficial
Convencionales
| Empaquetamiento de microparticulas porosas

_
Microtubulares abiertas

Microcolumnas <« Microcapilares parcialmente empaquetadas
Microcolumnas totalmente empaquertadas

-

Figura 3. Tipos generales de columnas en CLAR

La columna esta constituida por un tubo de pared gruesa encamisada
interiormente con vidrio o tubo de acero inoxidable para resistir las altas presiones y la
accion quimica de la fase movil. El interior del tubo debe ser liso con un calibre muy
uniforme. Los conectores terminales de la columna deben de disefiarse con volumen
muerto de cero. El relleno usualmente se retiene insertando discos de acero inoxidable
poroso al final de la columna (31).

El empaque de una columna es esencial, y la seleccidn de esta dependera de las
propiedades fisicoquimicas del analito de interés. El orden creciente de la polaridad de
los grupos organicos comunmente empleados en fases estacionarias es el siguiente:
hidrocarburos alifaticos < olefinas< haluros < sulfuros < éteres < compuestos nitro <
ésteres =~ aldehidos ~ cetonas < alcoholes =~ aminas < sulfonas < sulféxidos < amidas <
acidos carboxilicos < agua (33).
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1.5. Parametros cromatograficos

Los componentes de una muestra, separados en la columna cromatografica, son
representados por un cromatograma, que es una grafica de tiempo vs respuesta. En la
figura 4 se muestra un cromatograma asi como los pardmetros mas importantes
empleados para describir la cromatografia de los picos cromatograficos de los analitos,

@y

%i r s Pico del disolvente

w

u s

w|

2|

I § 3

= G > \ _ Cola del disolvente

< Q \

B ®

=}

| l N

w il ol Y | By S

o :
L- -
B : |
‘ e T—e T I
—-————— — — 1, - 1
TIEMPO -

Figura 4. Representacion de una separacién cromatografica tipica de dos sustancias 1 y 2. Donde t son
los tiempos de retencién; h, hy, y W son la altura, la mitad de la altura y el ancho del pico
cromatografico.

Los picos cromatograficos caracteristicos de las entidades quimicas analizadas por
CLAR deben de ser de forma simétrica y poseen un tiempo de retencion (t,)
caracteristico, pero no son Unicos pues pueden ser presentados por otros compuestos y
dependen de las condiciones cromatograficas; es por ello que las comparaciones se
hacen generalmente en términos de tiempos de retencion relativos R;, como lo indica la
siguiente formula (32).

t
R, =2
ty

Respecto a la simetria, esta esta dada por el factor de coleo (T), definido como el
cociente del ancho del pico, W, entre dos veces la distancia, f, del maximo del pico
hacia el lado izquierdo del pico. Estas distancias deben medirse a un punto que
corresponda a un 5% de la altura del pico (W ¢gs) partiendo de la linea base (38).

W,
7 = 2005
2f

Una medida de la eficiencia de una columna cromatogréafica es el nimero de
platos teoricos (N). Para los picos gaussianos se calcula mediante la siguiente formula

(32):
v=10(5)

2
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El valor de N depende de la sustancia cromatografiada, asi como de las
condiciones cromatogréaficas. La separacion entre dos picos o resolucion, depende tanto
de la selectividad como de la eficiencia cromatografica (N). La selectividad es una
funcién de la retencion que la molécula tiene a lo largo del proceso de separacion y esta
reflejado por el factor de capacidad (k) en la ecuacién siguiente (38).

Jt
K——1
to
Finalmente, la selectividad de una columna, también referida como retencion

relativa o separacion entre picos (o), es la relacion entre los factores de capacidad de
dos picos adyacentes, descrita matematicamente como sigue:

ka

a:k—l

1.6. Desarrollo / Validacion de métodos bioanaliticos.

Un método analitico es la descripcion de la secuencia de actividades, recursos
materiales y parametros que se deben cumplir para llevar a acabo el analisis de un
componente especifico de la muestra. Para desarrollarlo es necesario contar con la
cantidad y calidad de informacion necesaria para obtener resultados satisfactorios (39).

En primer lugar, se deben conocer las propiedades de la sustancia que se va a
cuantificar. En base a ellas gira el desarrollo del método, pues la naturaleza del analito y
su farmacocinética definiran desde la matriz de andlisis hasta el rango de concentracién
que cubrird la curva de calibracion, pasando por el método de extraccion, la fase movil,
fase estacionaria y demas parametros cromatogréaficos.

Una parte importante del desarrollo de un método cromatogréafico es la optimizacién
del mismo. Esta comienza desde el desarrollo mismo y puede estar dirigida hacia uno o
mas de los siguientes puntos (40):

Mejorar la separacion (Una mejor resolucion)

Separar mas rapido (Acortar los tiempos de retencién)
Detectar mas (Disminuir el limite de deteccion/cuantificacion)
Separar los compuestos a bajo costo (Economizar)

Separar mas (Selectividad)

Los métodos analiticos para la evaluacion cuantitativa de farmacos y sus
metabolitos (analitos), son criticos para llevar a cabo satisfactoriamente los estudios
preclinicos y/o biofarmacéuticos y estudios farmacologicos clinicos. La validacion de
métodos bioanaliticos se define como todos los procedimientos que demuestran que un
método en particular, usado para la medicion cuantitativa de analitos en una matriz
bioldgica dada, tal como sangre, plasma, suero u orina, es confiable y reproducible para
el proposito para el cual es empleado. Los pardmetros fundamentales para esta
validacion incluye: exactitud, precision, selectividad, sensibilidad, reproducibilidad y
estabilidad (41, 42).
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1.7. Parametros de la validacion.

La validacion de los métodos bioanaliticos, en México, esta regulada por la NOM —
177 — SSA — 1998, la cudl considera como pardmetros de validacion a los siguientes:

1.7.1. Selectividad

Es la capacidad de un método analitico para cuantificar exacta y especificamente
el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos que pudieran estar presentes
en la muestra (39, 43).

1.7.2. Rango

Es el intervalo de un método analitico definido por las concentraciones
comprendidas entre los niveles superior e inferior del compuesto, en el cual se ha
demostrado que el método es preciso, exacto y lineal (43).

1.7.3. Linealidad

Es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para obtener
resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del compuesto en la
muestra (43).

1.7.4. Exactitud del método
Es la concordancia obtenida entre el valor obtenido experimentalmente y el valor
de referencia (39, 43).

1.7.5. Precision

Se le Ilama precision al grado de concordancia entre los resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de
una muestra homogénea del producto; se evalla como repetibilidad y reproducibilidad
(43).

1.7.6. Recuperacion absoluta
Es la eficiencia de un método analitico para cuantificar el o los compuestos por
analizar en la muestra biologica (43)

1.7.7. Estabilidad de la muestra analitica
Es la propiedad del compuesto por analizar, de conservar sus caracteristicas
desde el momento del muestreo hasta su analisis (43)

1.7.8. Limite de cuantificacion
Es la concentracion mas baja del compuesto que puede cuantificarse cumpliendo
con la precision y exactitud establecidas en el método (39, 43).

1.7.9. Limite de deteccion

Es la minima concentracion de un compuesto en una muestra, la cual puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones establecidas en el
método (39, 43).
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2. Planteamiento de problema

En Mexico, el citrato de sildenafil esta siendo administrado a nifios recién nacidos
prematuros en dosis de 2 mg/kg, con el fin de contrarrestar su hipoxia debido a su corto
periodo de gestacion. A estos pacientes se les toman muestras de 50 uL de sangre total
para monitorear la concentracion del farmaco.

Actualmente, estan disponibles en la literatura cientifica varios métodos
cromatograficos para cuantificar sildenafil en plasma humano. Sin embargo, todos han
sido desarrollados a partir de plasma humano y con una cantidad de muestra que oscila
entre 100 y 500 pL. Un problema al que se han enfrentado todos ellos es la sensibilidad,
por lo que se han desarrollado métodos por deteccion de masas y electroquimica,
incluso se han empleado sistemas automatizados de concentracion de muestras, como el
sistema ASTED (1, 14, 21, 22, 23, 27).

Ninguno de dichos métodos puede ser aplicado al monitoreo del sildenafil por estar
desarrollados con cantidades y matrices bioldgicas distintas a las requeridas en el
laboratorio. Por ello es necesario desarrollar y validar un método analitico que sea capaz
de analizar las muestras de sildenafil provenientes de nifios recién nacidos prematuros,
cuyo reto es cuantificar al farmaco en volimenes pequefios de la matriz bioldgica (50

ulL).

3. Objetivos
3.1. Objetivo general

e Desarrollar y validar un método analitico por CLAR para cuantificar

sildenafil en plasma aplicado al monitoreo de su concentracién en recién
nacidos prematuros.

3.2. Objetivos particulares

e Obtener las condiciones cromatograficas idoneas para cuantificar sildenafil
en plasma humano.

e Validar el método desarrollado para cuantificar sildenafil

e Aplicar el método validado para la cuantificacion de sildenafil en muestras
de pacientes.

e Comparar la cuantificacion de sildenafil en sangre total y plasma como
matrices biologicas.

4. Hipotesis

El desarrollo y validaciéon de un método analitico por CLAR, para la cuantificacion
de sildenafil en plasma servira como punto de referencia para determinar si él mismo es
capaz de ser empleado para el monitoreo de la concentracion plasmatica de sildenafil en
nifios recién nacidos prematuros.
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5. Lugar de desarrollo.

La parte experimental se desarrolldé en las instalaciones de “CAMINA, proyecto
para curar la pardlisis”, ubicadas en Av. Tlalpan 4430, Col. Toriello Guerra, Delegacion
Tlalpan, Ciudad de México.

6. Material y equipo.
6.1.1. Material bioldgico.

Para el desarrollo del método se empled plasma proveniente de 6 ratas hembras raza
wistar, de 270 a 320 g de peso. Para la validacion y reto del método analitico, se emple6
sangre y plasma humano donado por el laboratorio No. 36 de la division farmacoldgica
del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAYV) unidad norte del
Instituto Politécnico Nacional.

6.1.2. Estadndaresy reactivos.

Para este proyecto se emplearon los siguientes estandares:
¢ Citrato de Sildenafil (Hetero Drugs Limited, Lote SFC 040406)
Acemetacina (Bayer, Lote 011116161)
Diclofenaco Sddico (Sigma — Aldrich, Lote 058K0810)
Ibuprofeno (Estandar de referencia USP. Lote 33550J)
Indometacina.
Klaricid IV® 500 mg (Laboratorios Abbot. Frasco ampula con Lactobionato de
claritromicina quivalente a 500 mg de Claritromicina. Lote 77905MC)
e Pentoxifilina (J. T. Baker. Lote 967)

Los disolventes y demas reactivos empleados fueron:
e Acetato de etilo, Merck. Grado analitico (99.5%). Lote 509528.
e Acetonitrilo, J. T. Baker. Grado cromatografico (99.9%). Varios lotes.

e Benceno Cromasolv®, Sigma - Aldrich. Grado cromatogréafico (99.9%). Lote
19196BK.

Eter anhidro, J. T. Baker. Grado analitico. Lote \V10HO0O.

Metanol, J. T. Baker. Grado cromatogréafico (99.96%). Lote E35C15.
Acetato de etilo. J. T. Baker. Grado analitico.

Dicloro metano. J. T. Baker. Grado analitico.

Eter etilico. J. T. Baker. Grado analitico.

Agua grado HPLC.

Fosfato monobasico de sodio monohidratado (cristales), J. T. Baker. Grado
analitico (99.6%). Lote C23126.

e Nitrdgeno grado reactivo (Infra México)

6.1.3. Equipo

Agitador IKA® digital, modelo MS 3 digital.
Agitador Vortex®, modelo 2 — genre.
.weq,  Bafo de agua.
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Bomba de vacio CSA modelo DDA-V152.
Centrifuga Fisher Scientific modelo Maraton 26 KM.
Potenciémetro Hanna.

Sonicador Quantex L&R

Placa de agitacion IKA.

Espectrofotdometro UV/Vis Perkin Helmer

Balanza Ohaus modelo GA200.

Sistema de agua grado cromatografico marca Millipore.
Equipo de filtracion Millipore Milli — Q®.
Congelador Nieto (-20 °C)

Registrador Servugor

6.1.4. Material y equipo cromatografico

Inyector manual con loop fijo de 20 puL

Bomba para equipo CLAR marca Waters, modelo 510

Detector UV/VIS marca Waters, modelo 486.

Integrador marca Varian, modelo 4270.

Columna cromatografica Waters Symetry® C18, de 150 mm x 4.6 mmy 5 um de
tamano de particula.

Precolumna cromatogréfica Waters C18.

Jeringa de vidrio para inyeccion manual de 100 y 250 puL marca Hilton.
Membranas de filtracion Millipore de 0.45 pm de tamafio de poro.

7. Metodologia
7.1. Desarrollo del método analitico.

7.1.1. Preparacion de soluciones.
7.1.1.1.Soluciones stock.

Se prepard una solucion acuosa de citrato de sildenafil con una concentracion
equivalente a 1 000 pg/mL de sildenafil base. Para lograr la completa disolucion del
estandar, la solucién stock se sonicé por 5 minutos, se llevo a aforo con el mismo
disolvente y se guardo a -20°C. De la solucion anterior se prepararon dos soluciones de
trabajo, 1 y 11, de 10 y 1 pg/mL respectivamente. Para la preparacion de las soluciones
se empleo agua grado CLAR.

7.1.1.2.Fase movil.

Se prepar6 una solucion amortiguadora de fosfato de sodio monobaésico
monohidratado a una concentracion de 20 mM empleando agua grado cromatogréafico.
La solucidn anterior se empled para preparar una fase moévil de NaH,PO, 20mM :
Acetonitrilo en proporcion 70:30 v/v. Esta ultima se filtro por una membrana de 0.45
pum de tamario de poro y sonico por 10 minutos. La fase mdvil se guardo en congelacion
(-20 °C) mientras esta no estaba en uso.
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7.1.2. Seleccion de la longitud de onda.

Para determinar la longitud de onda adecuada para la deteccion del analito, se
realizd un barrido de la solucion de trabajo 1. El barrido se realizo desde los 200 hasta
los 300 nm empleando el espectrofotometro Perkin Elmer.

7.1.3. Ubicacion del pico de citrato de sildenafil.

Para identificar el pico, su forma y su tiempo de retencion, se inyectaron a
distintas velocidades de flujo (0.8, 1.0 y 1.2 mL/min) alicuotas de la solucién trabajo I,
empleando como condiciones iniciales la fase movil anteriormente descrita; una
columna Symetry C18 de 4.6 x 150 mm de longitud y 5 um de tamafio de particula; una
longitud de onda de 230 nm; y una precolumna Waters C18.

7.1.4. Seleccion del Estandar Interno (E.l.)

Para la seleccion del E.l. se probaron varias sustancias (acetaminofén,
claritromicina, diclofenaco sodico, pentoxifilina, acemetacina, carbamacepina,
indometacina e ibuprofeno). De cada una de ellas se prepararon soluciones stock de
1000 y 1 pg/mL. Todas las soluciones fueron acuosas, excepto las de indometacina e
ibuprofeno que fueron preparadas en metanol.

7.1.5. Método de extraccién

Debido a sus propiedades farmacocinéticas y la bibliografia revisada, solo se
evalué el método de extraccién liquido — liquido. Los disolventes empleados fueron
Eter etilico, acetato de etilo, benceno, metilterbutil éter y una mezcla de éter —
diclorometano 50 : 50 %v/v.

Para la eleccion del extrayente adecuado, se evaluaron muestras de plasma
cargadas con el analito y sometidas a los dos procesos de extraccion siguientes:

Proceso A.

En un vial Eppendor se colocaron 350 pL de agua grado CLAR. Se adicionaron
50 pL de plasma de rata 'y 100 uL de la solucién de trabajo | de sildenafil. Las muestras
se agitan en vortex por 10 segundos y luego se adicionaron 500 pL del extrayente. Se
agitan nuevamente en vortex por 100 segundos y posteriormente se centrifugan a 10 000
rpm durante 10 minutos.

Se separd la fase organica de la fase acuosa y se coloca en tubos de vidrio de
fondo angosto para llevar a cabo la evaporacion en bafio de agua a 30°C bajo un flujo de
nitrégeno. La muestra se reconstituye en 100 pL de fase mdvil y se inyecta al equipo.

Proceso B.

En un vial Eppendorf se colocan 100 pL de plasma y se adicionan 100 pL de la
solucion de trabajo | de sildenafil. Se adicionan 800 uL del extrayente y se continla con
el método de extraccion A. EI método y disolvente de extraccion se eligieron en base al
grado de remocion de impurezas de la muestra obtenido y al porciento de recobro del
analito.
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7.1.6. Propuesta del rango de trabajo.

En base a la bibliografia, y considerando el Cmax de 1.044 pg/mL reportado en
la misma a partir de una administracion del principio activo, se decide establecer un
rango de trabajo desde un 1% hasta un 300 % del mismo. Por consiguiente, se establece
una curva semilogaritmica, la cual se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Concentraciones y puntos propuestos para la curva de calibracién, donde las abreviaturas son las
siguientes: P# Punto de la curva, CB control bajo, CM control medio, CA control alto.

Punto  Concentracion

(Hg/mL)
PL(LC) 0.01
CB 0.02
P2 0.03
P3 0.1
CM 0.2
P4 0.3
P5 1.0
CA 2.0
P6 3.0

7.1.7. Preparacion de soluciones para la curva de calibracidén propuesta.

Una vez determinado el rango de trabajo, ubicados los picos cromatogréaficos de
interés, el método de extraccion, seleccionado el E.l. y las demas condiciones
cromatograficas, se procedié a preparar las soluciones stock de sildenafil y E.I. para
llevar a cabo la validacion. Las soluciones preparadas son las siguientes:

Solucion | de E.I. (Concentracion 1 mg/mL)
Se pesaron con precision 10 mg del E.l. y se disolvieron en un matraz
volumeétrico de 10 mL empleando metanol grado cromatogréafico como disolvente.

Solucion 11 de E.I. (Concentracion 45 pg/mL)
Usando una micropipeta, se tomaron 1.125 mL de la solucion | de E.l. y se
colocaron en un matraz aforado de 25 mL. Se llevd a volumen de aforo con fase movil.

Solucion de sildenafil A (Concentracion 1 mg/mL)

Se pesaron con precision 10 mg de sildenafil base y se disolvieron en un matraz
volumétrico de 10 mL empleando agua grado cromatografico. Se llevo a aforo con el
mismo disolvente.

Solucion de sildenafil B (Concentracion 10 pg/mL)
Se coloc6 un volumen de 0.1 mL de la solucion A en un matraz aforado de 10
mL y llevado a aforo con fase movil.
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Solucion de sildenafil C (Concentracion 30 pg/mL)
Se tomd un volumen de 0.3 mL de la solucion A y se colocé en un matraz
aforado de 10 mL. Se llevo a aforo con fase movil.

Solucion de sildenafil P6 (Concentracion de sildenafil 30 pug/mLy E.l. de 1.8 pg/mL)

De la solucion A de sildenafil se tomaron 0.3 mL y se depositaron en un matraz
volumétrico de 10 mL junto con 0.4 mL de la solucion 11 de E.I. Se llevaron a aforo con
fase movil.

Solucion de sildenafil P5 (Concentracion de sildenafil 10 pg/mLy 1.8 pg/mL del E.1.)
Se coloco un volumen de 0.1 mL de la solucion A y uno de 0.4 mL de la
solucidn Il en un matraz volumétrico de 10 mL. Se llevo a aforro con fase movil.

Solucion de sildenafil P4 (Concentracion de 3pg/mL de sildenafil y 1.8 pg/mL del E.I.)
Se tom6 1 mL de la solucion C y 0.4 mL de la solucion Il en un matraz
volumeétrico de 10 mL y se llevo a aforo con fase movil.

Solucion de sildenafil P3 (Concentracion de 1 pg/mL de sildenafil y 1.8 pg/mL del E.I.)
En un matraz volumétrico de 10 mL se colocé 1 mL de la solucién B 'y 0.4 mL
de la solucién I1. Se llevaron a la marca de aforo con fase movil.

Solucion de sildenafil P2 (Concentracion de 0.3 pg/mL de sildenafil y 1.8 pg/mL del
E.l)

Se colocd en un matraz volumétrico de 10 mL 0.1 mL de la solucién C y 0.4 mL
de la solucion 1. Se llevo a volumen de aforo con fase movil.

Solucion de sildenafil P1 (Concentracion de 0.1 pg/mL de sildenafil y 1.8 pug/mL del
E.L)

De la solucién B se tomaron 0.1 mL y se depositaron en un matraz volumétrico
de 10 mL. En el mismo se adicionaron 0.4 mL de la solucion Il y finalmente se llevo a
la marca de aforo con fase movil.

Solucion de sildenafil PCA (Concentracién de 20 pg/mL de sildenafil y 1.8 pg/mL del
E.L)

De la solucién A se tomaron 0.2 mL y se depositaron en un matraz volumétrico
de 10 mL. En el mismo se adicionaron 0.4 mL de la solucion 1l y finalmente se llevo a
la marca de aforo con fase movil.

Solucion de sildenafil PCM (Concentracion de 2 pug/mL de sildenafil y 1.8 pg/mL del
E.l)

De la solucién PCA se tomaron 1 mL y se depositaron en un matraz volumétrico
de 10 mL. En el mismo se adicionaron 0.4 mL de la solucion 1l y finalmente se llevo a
la marca de aforo con fase movil.

Solucion de sildenafil PCB (Concentracion 0.2 pg/mL de sildenafil y 1.8 pug/mL del
E.l)

Se tomé un volumen de 0.1 mL de la solucién PCA y se coloc6 en un matraz
aforado de 10 mL. Se llevo a aforo con fase movil.
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7.2 Validacion

La validacion se llevd a cabo empleando plasma humano donado por el laboratorio
No. 34 de la unidad de farmacologia del CINVESTAV. El plasma, la fase movil y las
soluciones stock fueron guardadas en congelacion (-20 °C) mientras no estaban en uso.

7.2.1 Sistema
7.2.1.1 Linealidad

A partir de una curva de calibracion en solucion acuosa de sildenafil (0.01 — 3.0
pg/mL), con cada punto de la misma inyectado por triplicado, se determing la linealidad
del sistema. Se obtuvo una grafica de conc. vs Rel. Alt., una gréfica f y los intervalos de
confianza para m y b de la ecuacién que describe el comportamiento de la curva de
calibracion.

Los criterios de aceptacién sonr > 0.99 y un r> > 0.98; Coeficiente de Variacion
(CV) global (grafica f) menor de 1.5 %y el valor de b = 0.

7.2.1.2 Precision

Se inyectaron por sextuplicado el punto 3 de la curva de calibracion. Se obtuvo
su CV el cuél no debi6 ser mayor a 1.5 %.

7.2.1.3 Adecuabilidad

Se inyect6 por quintuplicado el punto 3 de la curva y se determinaron los
siguientes parametros: tiempo de retencion (t;) el cual no debe exceder un CV mayor al
2%, la resolucién (R) que debe ser mayor a 1.5 y el Factor de coleo (T) que debe ser
menor a 2. Los calculos se realizaron empleando las ecuaciones del numeral 1.6.

7.2.1.4 Selectividad
Para determinar la selectividad se inyectaron por duplicado las siguientes muestras:

e Fase movil

e Benceno (En este caso, un volumen igual al empleado en el proceso de
extraccion fue evaporado en un ambiente de nitrégeno en bafio de agua y
posteriormente reconstituido en FM, para finalmente inyectarse al equipo)

e Sildenafil (0.1 pg/mL)

e E.I (1.8 pg/mL)

e Punto 3 de lacurva

El criterio de aceptacion es no observar en cada una de ellas posibles interferencias
en los t, del analito o del E.I.
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7.2.2 Método
7.2.2.1 Linealidad

Se prepararon seis curvas en plasma, procesandose conforme al método analitico
previamente desarrollado. De estos resultados se obtuvo la grafica concentracion vs.
Relacion de alturas, asi como el CV de cada nivel. Los criterios de aceptacion son los
siguientes: un CV < 15% a excepcion del limite de cuantificacion el cual debe ser
menor o igual a 20%; en la curva de la gréfica obtenida, r* > a 0.98, asi como b =~ 0 (22,
23).

7.2.2.2 Recuperacion absoluta
Se analizaron por triplicado los puntos control (PC). El valor de la relacion de
alturas se compar6 con el obtenido en las inyecciones de soluciones stock de sildenafil

de la misma concentracion. En este caso no existe un porcentaje de la cantidad del
analito a recuperar, lo que si es necesario es que este porcentaje sea constante (22, 23).

7.2.2.3 Precision
7.2.2.3.1 Repetibilidad
Se analizaron el mismo dia y por quintuplicado los PC obtenidos de forma
independiente. El coeficiente de variacion para los puntos no debe ser mayor del 15%
(43).
7.2.2.3.2 Reproducibilidad Intralaboratotio
Se analizaron por triplicado los PC durante tres dias consecutivos obtenidos de
forma independiente. El coeficiente de variacion global de las concentraciones
determinadas en la matriz biolégica no debe ser mayor al 15% (43).
7.2.2.4 Exactitud
A partir de los datos de precision y reproducibilidad intralaboratorio se calculo
el valor promedio de las determinaciones en cada nivel de concentracion. El valor
nominal de las concentraciones debe de estar dentro del £ 15% (43).
7.2.2.5 Limite de cuantificacion
Se analizd por quintuplicado el punto mas bajo de la curva (Limite de
cuantificacion LC). Los criterios de aceptacion son CV < 20% y un + 20% del valor
nominal (0.01pg/mL = 100%).
7.2.2.6 Limite de deteccidn
Este se calcul6 en base a la sefial de ruido. Se analizaron por quintuplicado

blancos de plasma y muestras preparadas con concentraciones de 0.001 pg/mL, 0.004
pg/mL y 0.01pg/mL analizadas por triplicado. El limite de cuantificacion es la
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concentracion cuya respuesta sea la inmediatamente superior a tres veces la respuesta
obtenida en los blancos (ruido).

7.2.2.7 Selectividad

Se analizaron por duplicado las siguientes muestras, observando posibles
interferencias al t, del analito y/o del E.I.

Plasma con una concentracion de 0.1 pg/mL de sildenafil.
Plasma con una concentracion de 0.18 pg/mL del E.1.
Plasma con una concentracion de 0.1 pg/mL de sildenafil y 0.18 pg/mL del E.I.

7.2.2.8 Estabilidad
7.2.2.8.1 Soluciones stock (Congelacion a -20°C)

Se analizaron por triplicado las soluciones stock empleadas para la preparacion
de las muestras y se reanalizaron a los 0, 7, 14, 21 Y 28 dias de su preparacion. El
criterio de aceptacion es que el promedio de la respuesta tenga un CV menor al 15%
respecto al valor inicial.

7.2.2.8.2 Estabilidad a largo plazo (Congelacion -20°C)

Se prepararon cinco series de PC, se almacenaron en congelacion y se analizaron
a los 7, 21 y 28 dias de su preparacion. El criterio de aceptacion para cada lote es
cumplir con el la precision y exactitud.

7.2.2.8.3 Ciclos de congelacidon — descongelacion

Se prepararon seis series de puntos control. Se guardaron en congelacion. 24 horas
después de su almacenamiento se descongelaron (Primer ciclo de congelacion —
descongelacion). Tres series fueron analizadas y las restantes se guardaron nuevamente
en las mismas condiciones de almacenamiento. 48 horas posteriores a su preparacion,
las tres series restantes se descongelaron y se analizaron (Segundo ciclo de congelacién
— descongelacion).

El criterio de aceptacion para el primer y segundo ciclo de congelacién —
descongelacion es cumplir con los criterios de precision y exactitud.

7.3 Reto de analisis de muestras con distinta matriz (Sangre y plasma)

Por sextuplicado se prepararon los PC (alto medio y bajo) utilizando sangre humana
como matriz biolégica. Se analizaron empleando el mismo método analitico
desarrollado en plasma humano y se obtuvo el promedio de la relacion de altura
analito/E.l. Por otro lado se prepard el mismo nimero de muestras de PC empleando
plasma como matriz biologica. Para determinar si el promedio de la relacion de altura
de los PC (con la misma concentracion nominal) preparados en sangre y plasma eran
iguales se empled una prueba t, cuya formula es la siguiente:

o = Ymedia = 1
T s/n'”
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Donde:

Y media €S €l promedio de la relacion de alturas de cada PC en sangre

H es el promedio de la relacion de altura de cada PC en plasma

S es la desviacion estandar da la relacion de altura de cada PC en sangre
n es el nimero de repeticiones

La Ho a probar es U= Y media mientras que Ha es u # Ymedia-

7.4 Analisis de muestras (Estandar adicionado)

Se analizaron por duplicado 18 muestras sanguineas provenientes de 6 pacientes
distintos. De cada muestra se tomaron 100 pL, se colocaron en un micro vial eppendorf
y se les adicionaron 100 pL de la solucion P2 y 200 puL de metanol. Se agitaron por 30
segundos en vortex y posteriormente la agitacion continué por 150 seg en el agitador
IKA®. Las muestras se centrifugaron por 10 minutos a 10 000 rpm.

Del sobrenadante se tomaron 200 L, se colocaron en otro micro vial eppendorf. Se
adicionaron 800 pL de benceno grado HPLC y se continudé con el procedimiento de
analisis descrito en 1.1.1 B.

Las concentraciones se obtuvieron al interpolar la relacion de altura (analito / E.I.)
de cada muestra en una curva estandar preparada en plasma. Para obtener la
concentracion real se restd la concentracion adicionada (0.03 pg/mL de sildenafil).
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8. Resultados

8.1. Desarrollo

8.1.1. Ubicacién del pico de citrato de sildenafil y proporcion de la fase
movil.

Hi R
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]
: 4
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Figura 5. Pico cromatogréfico de sildenafil empleando una longitud de onda de 230 nm, una columna
symetry C18 150 x 4.6 mm (5um), una velocidad de flujo de 1.2 mL/min y un fase movil de buffer de

fosfato de sodio monobéasico 20 mM : Acetonitrilo 70:30 v/v %. Tiempo de retencion aproximado de 6.5
min.

8.1.2. Seleccién del Estandar Interno.
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Figura 6. Cromatogramas obtenidos en inyecciones de soluciones de 1 pg/mL de (a) Ibuprofeno (tr
6:40min), (b) Indometacina (tr 6:36 min), (c) Pentoxifilina (tr 4 min), (d) ciprofloxacina (tr 1:15 min), (e)
Claritromicina (tr 12.15) y (f) Carbamacepina (tr 7.74) bajo las mismas condiciones cromatograficas de la

figura 7.
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8.1.3. Meétodo de extraccion.
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Figura 7. Cromatogramas obtenidos con diferentes extrayentes; a) extraccion con éter (Método B), b)
Extraccion éter — diclorometano 50:50 v/iv % (Método B), c) acetato de etilo (Método B), d) Benceno
e (Método B) y d) metilterbuil éter (Método B).

) §

ﬁ Pagina 36 de 58



HXOVES g

Z

o BXCere, g

%

%,
s
o
Fi
3
&

Cuantificacidn de citrato de sildenafil en plasma humano por CLAR

Tabla 5. Porciento recuperado en muestras de plasma con una cantidad de sildenafil conocida (10
pg/mL). Los dos extrayentes evaluados fueron Acetato de Etilo y Benceno, al ser los que mejor limpian
las muestras. Como 100% se tomo la respuesta de una inyeccion de sildenafil de 10 pg/mL de una altura
promedio de 180 mm.

Muestra Altura (mm) % de Promedio Observaciones
recuperacion

Blanco 0 Sin Interferencia
Benceno 1 176 97.78 90.9267 Sin Interferencia
Benceno 2 163 90.56 Sin Interferencia
Benceno 3 152 84.44 Sin Interferencia
Blanco 0 Interferencia.
Acet. Et. 1 161 89.44 89.8133 Dos picos
Acet. Et. 2 162 90.00 Dos picos
Acet. Et. 3 162 90.00 Dos picos

8.1.4. Condiciones finales del método analitico.

Tabla 6. Condiciones cromatograficas finales determinadas en el desarrollo del método analitico.

Variable

Valor / descripcion

Fase movil.

Solucién amortiguadora de fosfato de sodio
monobasico 20 mM : Acetonitrilo 70:30 % v/v.

Velocidad de Flujo 1.2 mL/min
Detector UV (230 nm)
Columna Symetry C18, de dimensiones 150 x 4.6 mm. 5

pm de tamafo de particula.

Volumen de inyeccion 20 pL
Temperatura Ambiente.
Analitos. Sildenafil y carbamacepina (E.I.)

Tiempos de retencion
aproximados.

Tiempo de corrida.

6.5 minutos para Sildenafil y 9.3 minutos para
Carbamacepina.

11 minutos
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8.1.5. Método de extraccion final.

Figura 8. Método de extraccidn final al que son sometidas las muestras plasmaticas de Sildenafil para la

cuantificacion del mismo.

{ \
Tamano de muestra

100 pL.

(" Adicionar 100 pLde )
solucién stock
L (AnalitoyE.l) y

Agitar
mecanicamente
\(vortex) por10seg. )
A
([ Seadicionan 800 pL )
de Benceno grado

\ HPLC. )
|
( Agitar )

Secentrifugaa
10000 rpmdurante
10 minutos

Se separa la fase
organica de la acuosa.

L

Seevaporana 30 °C bajo
atmasfera de nitrégeno.

L

Sereconstituyen en
100 puLde FM.

mecanicamente

\ (vortex) por 100 seg. J

Se agitan en el vortexy
posteriormente son inyectadas
al sistema cromatografico.
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8.2. Validacion

8.2.1. Sistema

8.2.1.1.Linealidad

Tabla 7. Resultados obtenidos en la evaluacion de la linealidad del sistema al analizar tres curvas en
solucion stock. En esta tabla se incluyen los valores promedios.

Conc. Prom.

Puntos Nominal Rel. Desv. Est. CV (%)
(ng/mL) Alt.
1 0.01 0.0467 0.0001 0.1929
2 0.03 0.1396 0.0003 0.1927
3 0.1 0.4700 0.0016 0.3448
4 0.3 1.4295 0.0032 0.2258
5 1 47699 0.0163 0.3427
6 3 14.2772 0.0130 0.0909

Curvas de solucion stock.

16

14 -

12

10 > —e—Curval

—@— Curva 2

Relacion de alturas

6 ] Curva 3

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5

Concentracion (ug/mL)

Figura 9. Curvas en solucion stock evaluadas para la linealidad del sistema. La ecuacion promedio de las
curvas obtenidas es y = 4.7603x — 0.0005 con un r? de 1.0.
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Tabla 8. En esta tabla se muestran los valores de la respuesta de cada punto empleado para la gréfica f. El
valor de los mismos se obtiene al dividir su rel. Alt. entre la concentracion nominal. EI promedio de la
respuesta es 4.7201 y presenta un CV de 1.0369 y una Desv. Est. de 0.0489.

Muestra Concentracion Rel. De Alt. Respuesta
(Hg/mL)
1 0.01 0.0467 4.6667
2 0.01 0.0467 4.6667
3 0.01 0.0468 4.6823
4 0.03 0.1398 4.6600
5 0.03 0.1398 4.6600
6 0.03 0.1393 4.6444
7 0.1 0.4712 4.7120
8 0.1 0.4706 4.7059
9 0.1 0.4681 4.6814
10 0.3 1.4258 4.7526
11 0.3 1.4314 4.7712
12 0.3 1.4314 4.7712
13 1 4.7513 4.7513
14 1 4.7766 4.7766
15 1 4.7819 4.7819
16 3 14.2697 4.7566
17 3 14.2697 4.7566
18 3 14.2921 4.7640
Grafica f
) PO —
4,5 -
4
3,5
3
Lo
825
g 2
g 15
E 1
0,5
0
000 050 1,00 150 200 250 3,00 3,50
Concentracion (ug/mL)

Figura 10. En esta gréfica f se observa el comportamiento del cociente de la relacion de area entre la

concentracion nominal en cada muestra.
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8.2.1.2.Precisién

Tabla 9. Resultados obtenidos del analisis por sextuplicado de una solucion stock de 0.1ug/mL (Punto 3
de la curva).

Repeticion Rel. Promedio Desv. CcVv

Alt. Est. (%)
0.4712
0.4706
0.4681
0.4691
0.4691
0.4681

0.4694 0.0013 0.2707

o Ol W NP

8.2.1.3.Adecuabilidad

Tabla 10. Se observan los pardmetros de la inyeccién por quintuplicado del punto 3 de la curva
(concentracion 0.1). Donde T es el factor de coleo y t; es el tiempo de retencién. La resolucién entre los
picos del E.I. y de sildenafil es de 2.53. Los platos tedricos para sildenafil son 921.1252 y para el E.I.

1253.6056.
Rel. Alt.  t, (min) T tr T
Sildenafil Sildenafil  (min) E.l.
E.l

Promedio  0.469 6.85 1.22 9.35 1.27
Desv. 0.001 0.04 0.13 0.02 0.11
Est.
CV. (%) 0.2134 0.54 10.39 0.27 8.96

8.2.1.4.Selectividad

En los siguientes cromatogramas se muestra el comportamiento de las inyecciones
de las sustancias consideradas para evaluar selectividad del sistema.
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Figura 11. Selectividad del sistema, evaluado por las inyecciones al sistema cromatografico de (a) fase
movil, (b) una muestra de 800 pL de benceno grado HPLC evaporado y reconstituido con FM, (c) una
solucion de sildenafil 0.1ug/mL, (d) solucién stock del estandar interno con una concentracion de 1.8
pg/mL y (e) mezcla de una solucion de sildenafil (0.1pg/mL) y E.1. (1.8 pg/mL.).

8.3. Método

8.3.1. Linealidad

Tabla 11. Valores promedios de lo valores obtenidos en la evaluacion de la linealidad
del método al analizar los puntos de la curva por sextuplicado.

Punto Conc. Rel. Alt. Desv. Est. C.V.
(ug/mL)  Prom (ng/mL) (%)
0.01 0.052119 0.0055 10.4753
0.03 0.127422 0.0040 3.1053
0.1 0.371546 0.0097 2.6178
0.3 1.153583 0.0267 2.3123
2 3.907305 0.1432 3.6653
3 12.2908 0.5340 4.3442
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Linealidad del método.
14

12 2

’ /

Relacion de alturas
[e)]

1.5 2 2.5 3 3.5

Concentracién (ug/mL)

Figura 12. Curva promedio obtenida en la evaluacion de la linealidad del método, en cada nivel de
concentracion se incluye el rango del CV obtenido para cada uno. La ecuacion obtenida empleando los

datos de las seis curvas es y = 4.0965x -0.0476, con un IC(B,) de 4.0965 + 0.0712 y un IC(p,) de -0.0476
+0.0924.

8.3.2. Recuperacién absoluta.

Tabla 11. Comparacion entre los puntos control por triplicado, evaluados en método, con la altura
promedio de tres inyecciones en sistema de la misma cantidad nominal. A = alto, B = Medio, B = Bajo. El
promedio de la cantidad recuperada es 94.7657%.

PC Conc. Cant. Promedio Desv. Ccv
Nominal  Recuperada Cant. Rec. Est. (%)
(Hg/mL) (%) (%) (Hg/mL)
B 0.02 97.2382 99.3863 1.9472  1.9592
99.8849
101.0357

M 0.20 92.4125 88.9243 3.0603  3.4415
91.2285
86.6200

A 2.00 99.2538 95.9835 2.8409  2.9598
94.5713
94.1254
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8.3.3. Precision y Exactitud.

8.3.3.1.Repetibilidad

Tabla 12. Resultados de repetibilidad intradia (n=5). A = alto, B = Medio, B = Bajo.

Conc. Conc. Promedio  Exactitud  Desv. Est. CV (%)
PC  Nominal Recuperada (%) (ng/mL)
(Mg/mL) (Mg/mL)
B 0.02 0.0222 111.1072 0.0006 2.8097
M 0.2 0.1870 93.4962 0.0072 3.8723
A 2 1.9647 98.2352 0.0650 3.3065

8.3.3.2.Reproducibilidad

Tabla 13. Reproducibilidad intralaboratorio, llevando a cabo tres repeticiones de cada punto control
durante tres dias consecutivos (n=9).

Conc. Conc. Promedio  Exactitud Desv. Ccv
PC Nominal Recuperada (%) Est. (%)
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
B 0.02 0.0193 96.4746 0.0026  13.5686
M 0.2 0.1851 92.5472 0.0050 2.6834
A 2 1.9608 98.0393 0.0600 3.0602

8.3.4. Limite de cuantificacion.

Tabla 14. Resultados de la evaluacién del limite de cuantificacion (El punto més bajo de la curva de
calibracién, en este caso con una n=5)

Conc. Nominal Cant. Prom. Rec. Desv. Est. C.V.
(pug/mL) (1) ()] (%0)
0.01 0.0086 0.0012 14.1496

8.3.5. Limite de deteccion.

Tabla 15. Valores de las relaciones de altura obtenidas al evaluar muestras de concentraciones inferiores

al LC. El LD se estima en 0.001pg debido a que su Rel. De Alt. es el valor inmediatamente superior al
triple del obtenido en el analisis de 5 blancos de plasma.

Conc. Nominal Rel Alt. Prom.
(Mg/mL)
0.001 0.0286
0.004 0.0431
0.01 0.0516

Blanco Plasma  0.0052 (X3 =0.0156)
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8.3.6. Selectividad

En los siguientes cromatogramas se muestra el comportamiento de las inyecciones
de las sustancias consideradas para evaluar selectividad del método (Empleando el
método de extraccion propuesto.
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Figura 13. Selectividad del método, evaluada por la inyeccién de las siguientes muestras sometidas al
proceso de extraccion: a) blanco de plasma, b) 0.1ug/mL de Sildenafil, c) 0.18ug de E.l y d) mezcla de
E.l. (1.8 ug/mL) y producto de interés (0.1 pg/mL)
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8.3.7. Estabilidad
8.3.7.1.Soluciones de sildenafil.

Se evalud la estabilidad de las soluciones principales empleadas para la
preparacion de la curva de calibracion Esta evaluacion se llevd a cabo por cuatro
semanas consecutivas.

Tabla 16. Valores promedio (n=3) de la estabilidad de la solucién de carbamacepina (E.l.) de
concentracion 45 pg/mL. En la desviacién absoluta se toma como referencia el valor de Alt. Prom. de t,.

Tiempo Alt. Desv. CVv Desv.
(Dias)  Promedio. Est. (%) Abs.
(mm) (mm) (%)
0 111.5667  0.0577  0.0517  0.0000
7 110.6667  0.0577  0.0522 -0.8067
14 117.8000 0.2000  0.1698  5.5871
21 117.1667  0.0577  0.0493  5.0194
28 106.5333 1.8175 1.7060 -4.5115

Tabla 17. Valores promedio (n=3) de la estabilidad de la solucion de sildenafil de concentracién 10

pg/mL.
Tiempo Alt. Desv. CVv Desv.
(Dias) Promedio. Est. (%) Abs.
(mm) (mm) (%)

0 33.9667 0.0577 0.1700  0.0000
7 33.3667 0.2309 0.6921 -1.7664

14 36.9667 0.0577 0.1562  8.8322
21 33.3333 0.2517 0.7550 -1.8646
28 32.1000 1.8193 5.6677 -5.4956

Tabla 18. Valores promedio (n=3) de la estabilidad de la solucion de sildenafil de concentraciéon 20

pg/mL.
Tiempo Alt. Desv. Cv Desv.
(Dias) Promedio. Est. (%) Abs.
(mm) (mm) (%)
0 71.5000 0.0000 0.0000  0.0000
7 68.5667 0.0577 0.0842 -4.1026
14 75.8667 0.2517 0.3317 6.1072
21 71.6667 0.2082 0.2905 0.2331
28 72.9000 15620 2.1427  1.9580
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Tabla 19. Valores promedio (n=3) de la estabilidad de la solucién de sildenafil de concentracién 30
pg/mL.

Tiempo Alt. Desv. CcVv Desv.
(Dias)  Promedio. Est. (%) Abs.
(mm) (mm) (%)

0 107.3333 0.2887 0.2690  0.0000
1044333  0.1155 0.1106 -2.7019
14 113.8000 0.2828 0.2485  6.0248
21 105.6333 21079  1.9955 -1.5839
28 106.4333  0.0577 0.0542 -0.8385

\I

8.3.7.2.Estabilidad a largo plazo.

Tabla 20. Resultados promedio de la evaluacion de estabilidad a largo plazo de muestras sin procesar de
sildenafil en condiciones de congelacién (-20°C).

Puntos Control Dias
0 7 15 21 28
Conc. Prom. (ug/mL) 0.0178 0.0188 0.0174 0.0165 0.0154
B Exactitud (%) 88.9846 94.1743 87.1264 82.6128 77.2041
CV (%) 7.1028 7.7222 11.9570 2.9164 5.1699
Conc. Prom. (ug/mL) 0.1865 0.1934 0.1768 0.1830 0.1880
M Exactitud (%) 93.2297 96.7061 88.3970 91.5157 93.9753
CV (%) 0.8904 3.7370 3.8123 3.0559 4.2399
A Conc. Prom. (ug/mL) 1.9106 1.9262 1.8185 1.9027 1.8643
Exactitud (%) 95.5298 96.3112 90.9263 95.1372 93.2168
CV (%) 2.1013 2.4323 2.5893 1.9559 4.2812

Estabilidad a Largo Plazo
(Congelacion -20 °C)

125
115
S
:-; 105 —¢— Control Bajo
2
'*é == Control Medio
a5 Control Alto
=== Limite superior

Limite Inferior
0 10 20 30

Tiempo (Dias)

Figura 14. Seguimiento de las concentraciones obtenidas en los puntos control durante la evaluacién de
estabilidad a largo plazo bajo condiciones de congelacion (-20°C)
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8.3.8. Ciclos de congelacion — descongelacion.

Tabla 21. Resultados de la evaluacién de los dos ciclos de congelacién — descongelacién. Cada ciclo tuvo
una duracién de 24 horas aproximadamente, llevando las muestras a una temperatura de -20°C. Las
concentraciones de las muestras fueron obtenidas al interpolar la relacion de alturas con una curva
estandar preparada el mismo dia del andlisis de dichas muestras.

Condicion Primer  Segundo
Punto Control inicial ciclo ciclo

B Conc. Prom. (ug/mL) 0.0175 0.0228 0.0289
Exactitud (%) 87.6054 114.1151 144.4619

CV (%) 4.1494 2.8466 17.9221

M  Conc. Prom. (pg/mL) 0.1891 0.1858 0.1890
Exactitud (%) 94.5690 92.8953 94.4962

CV (%) 8.3837 0.8713 1.8269
Conc. Prom. (ug/mL) 1.9228 1.8257 1.8248

A Exactitud (%) 96.1398 91.2872 91.2414
CV (%) 5.1381 1.2512 3.0268

8.4. Reto de analisis de muestra con distinta matriz (Sangre y plasma)

Tabla 22. Resultados obtenidos en el andlisis de los puntos control por quintuplicado preparados en

plasma y empleados para el reto de matrices.

PC Conc. Nom. Rel. Alt. Dev. cv
(ug/mL) Promedio Est. (%)
Bajo 0.02 0.0884 0.0064 7.2600
Medio 0.20 0.8071 0.0670 8.2981
Alto 2.00 8.3195 0.3169 3.8093

Tabla 23. Resultados obtenidos del analisis de los PC por quintuplicado en sangre. La t de tablas para la
prueba t tiene un valor de 4.032 cuando n=6 y a = 0.01. La Ho (u= Y media) se rechaza y se acepta Ha

(p #Y media) para los tres PC.

PC Conc. Nom. Y edia S 11 tc %
(ng/mL) (Rel. Alt) Respuesta
Bajo 0.02 0.0985 0.0046 0.0884 54104  111.3714
Medio 0.20 0.9236 0.0340 0.8071 8.3947  114.4415
Alto 2.00 10.4561 0.2545 8.3195 20.5631  125.6822
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Concentracién recuperada en las matrices.

12
10 y |
. 8 A
<, //
E 4 // === Plasma
=== Sangre
2
0

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Concentracién (pg/mL)

Figura 15. Comparacién de las concentraciones obtenidas entre matrices (sangre y plasma), en cada PC.

8.5. Andlisis de muestras

Tabla 24. Resultados del analisis de las muestras sanguineas de sildenafil. La codificacion de las muestras
esta dada por #paciente.#de muestra. La curva empleada para la obtencion de las concentraciones tiene la
ecuacion y = 5.2148x — 0.1196, r> = 0.9989.

Concentracion promedio

Muestra Observaciones
(Mg/mL)

11 0.0127 ninguna
1.2 0.0312 ninguna
1.3 0.0376 Muestra espesa
2.1 0.0183 ninguna
2.2 0.0342 Muestra espesa
2.3 0.0263 ninguna
3.1 0.0214 ninguna
3.2 0.0206 ninguna
3.3 0.0229 ninguna
4.1 0.0305 ninguna
4.2 0.0216 ninguna
43 0.0166 ninguna
5.1 0.0255 Muestra Ictérica
5.2 0.0287 Muestra Ictérica
5.3 0.0267 Muestra Ictérica
6.1 0.0275 ninguna
6.2 0.0395 ninguna
6.3 0.0394 ninguna

<
Uppp g™
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9. Andlisis de resultados.
Desarrollo

El desarrollo y la posterior validacion del método analitico se llevaron a cabo
teniendo en cuenta los requerimientos que necesita la CLAR, esto es, trabajar con
material limpio (Sensibilidad mayor que otras técnicas analiticas), soluciones stock sin
particulas en suspension, y fase movil filtrada y desgasificada antes de ser bombeada
por el sistema cromatografico. Para que la fase mdvil se mantuviera en éptimas
condiciones, ésta se mantuvo a -20°C mientras no se estaba ocupando y ademas
mientras se bombeaba por el sistema, el reservorio permanecio en un bafio de agua.

De acuerdo a la literatura revisada, se establecieron los pardmetros
cromatograficos (Fase mdvil, temperatura, velocidad de flujo, columna y longitud de
onda) para llevar a cabo, primeramente, la ubicacién del pico cromatografico
caracteristico de Sildenafil. El barrido de una solucién de 10 pg/mL fue para corroborar
la longitud de onda a la cudl se realizaria la deteccién del analito, pues algunas
bibliografias sugieren longitudes de onda de 240 y 225 (Daraghmeh N et. al., 2001 y
Segall Al Edit., 2002). En el espectrofotograma obtenido en la solucion propuesta, se
identifico un maximo de absorbancia a los 230nm (Ver figura 5)

Se prosiguié a buscar un farmaco con caracteristicas fisico — quimicas similares
a sildenafil, lo cual permitiera poderlo emplear como E.I. Los farmacos probados fueron
Ibuprofeno, Indometacina, Pentoxifilina, Ciprofloxacina, Claritromicina vy
Carbamacepina. De los anteriores, carbamacepina fue el unico que podia fungir como
E.l, pues los otros, como se observa en la figura 6, eluian al mismo tiempo que
Sildenafil o eran arrastrados en el frente de disolvente o simplemente no se detectaba un
pico cromatografico adecuado debido a las condiciones cromatograficas establecidas
para sildenafil. Ademas, Carbamacepina se extrajo empleando el mismo método
definido para sildenafil.

Las pruebas que posteriormente se realizaron fue la seleccion de un método de
extraccion. De acuerdo a la bibliografia consultada, se decidi6 comenzar con una
extraccion liquido — liquido pues no se encontré literatura donde se mencione que el
sildenafil se puede extraer al llevar a cabo una precipitacion de proteinas. Se siguié un
método A y uno B de extraccion (ver numeral 7.1.5) para determinar si la extraccion
estaba limitada por el volumen de disolvente empleado y si un volumen de 50uL de la
matriz era suficiente para detectar al analito en muestras plasmaticas sometidas a dicho
proceso de extraccidn. Estas pruebas se llevaron a cabo en plasma de rata debido a la
limitada cantidad de plasma humano con que se conto.

Los disolventes empleados fueron éter, éter-diclorometano (50:50% v/v), acetato
de etilo, metil terbutil éter (MTBE) y benceno. En la figura 7 se observan los
cromatogramas obtenidos de muestras procesadas bajo extrayentes propuestos. En
dicha figura se observa que el benceno, a diferencia de los demas disolventes, extrae al
analito sin acarrear cantidades significativas de interferencias plasmaticas. El acetato de
etilo se descartd como extrayente a pesar de su buen recobro, pues acarrea interferencias
en el tr de sildenafil. El método elegido fue el B, al ser mas limpio y eficiente que el A.
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Una vez establecidas las condiciones cromatograficas y de extraccion para el
analito y para el E.l., se continud con la optimizacién, en cuya etapa el registrador
Servugor 120 usado para el registro de los cromatogramas fue cambiado por un
integrador Varian 4270; como una mejor opcion del registro de los mismos. En la
optimizacion se modificaron las condiciones cromatograficas para obtener picos
cromatograficos con una adecuada resolucion y selectividad, ademéas de obtener un
tiempo de corrida adecuado. En dichas pruebas se observé lo siguiente:

- La variacién de la temperatura (15 a 30°C) no afecta el tiempo de retencién de los
picos cromatogréaficos

- El aumento de la proporcion organica de la fase mdvil disminuye los tiempos de
retencion.

- La temperatura empleada para la evaporacién del extrayente afecta el pico
cromatografico de sildenafil, pues si se evapora a una temperatura superior a los 35
°C se observa un pico antes de la elucion del pico de sildenafil.

- Una columna Zorbax SB-C18 4.6x75 mm, 3.5 um no es adecuada para el método
analitico, reduce los tiempos de retencion a menos de 5 minutos y, en el caso del
método, no se cumple la selectividad para los analitos.

Finalmente, se realizaron pruebas en plasma humano para ver que se obtuvieran
los mismos cromatogramas que en plasma de rata, y la naturaleza de las matrices no
afectara al analito en lo tocante a la selectividad y recobro en el proceso de extraccion.
En base a las pruebas realizadas se establecieron las condiciones cromatograficas
descritas en el numeral 8.1.4 y el método de extraccion detallado en 8.1.5 que
conforman el método analitico para cuantificar sildenafil en plasma humano.

Validacion.

El rango de trabajo fue definido tomando como base al Cmax de sildafil
reportado en la literatura cientifica, y para el proposito de este estudio se definid desde
0.01 pg/mL hasta 3 pg/mL, estableciendo 6 puntos para la curva y 3 como controles
(Concentraciones distintas a las de los puntos de la curva, pero incluidas dentro del
rango de trabajo). La concentracién del estandar interno se defini6 en 0.18 pg/mL dado
que su respuesta a dicha concentracién es similar a la del pico de sildenafil obtenido en
una inyeccién de una solucion de 0.3 pg/mL (punto medio de la curva).

El promedio de las tres curvas evalUa la linealidad del sistema. Esta mostr6 que
el cumplimiento del parametro evaluado, en el intervalo de concentraciones estudiado,
al obtenerse un alto valor del coeficiente de dererminacion alcanzado (r2 > 0.999) con
intercepto de la curva no significativo (0.0005). El valor del porciento del coeficiente de
variacion para el factor respuesta (Relacién de altura/concentracion) resulté adecuado si
se tiene en cuenta que el valor aceptable debe ser menor o igual a 2% (Ver Tabla 8 y
figura 9).

La evaluacion del sistema evidencié que las condiciones del funcionamiento del
equipo y el procesamiento de las soluciones stock estan bajo control, y que los errores
sistematicos que puedan influir en la repetibilidad y reproducibilidad de los valores
obtenidos en el método no son significativos. Por lo anterior se considera que el equipo
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y el rango de trabajo en sistema son confiables. La evaluacion de la aptiud del sistema
se recomienda para todos los métodos analiticos, ya que permite verificar que el sistema
de medicion funciona apropiadamente, independientemente de las condiciones
ambientales (44).

La adecuabilidad para un sistema cromatografico involucra establecer
pardmetros que relacionen al Equipo CLAR — Analito — Fase movil — Fase estacionaria.
Los platos tedricos nos muestran la eficiencia de la columna; el factor de coleo es
indicador de la forma del pico, ya que un pico coleado indica que la velocidad de
interaccion de las moléculas del analito con la fase estacionaria no es la misma durante
el proceso de separacion; y la resolucion provee un criterio para decidir si un pico
cromatografico es o no interferente con el pico del analito. En este estudio se
establecieron los valores del Factor de Coleo, Resolucion y nimero de platos teéricos y
tiempos de retencion para el sildenafil y el estandar interno (carbamacepina) los cuales
cumplen con los requisitos para un método cromatografico (44).

El sistema es selectivo al analito y al E.l., pues como se observa en la figura 11,
no hay interferencias observables al tiempo de retencién de los mismos, después de
realizar inyecciones de fase mavil, benceno grado HPLC evaporado y reconstituido con
FM. Por otro lado los picos caracteristicos de los analitos se obtienen al inyectar
muestras de una solucién de sildenafil (0.1pg/mL) y solucidn stock del estandar interno
con una concentracion de (1.8 pg/mL). La inyeccidon de una solucion stock de una
mezcla del E.l'y el analito demuestran que no hay interaccion entre ambos.

Al igual que la linealidad del sistema, el método es lineal en el rango propuesto.
Los puntos del promedio de las seis curvas evaluadas cumplen con un CV menor al
15%, incluyendo al punto més bajo de la curva (Limite de cuantificacién). EI método de
extraccion tiene un recobro promedio de 94.7657%, siendo este un indicador de la
eficiencia de la extraccion propuesta. EI método también es repetible (n=5 en un solo
dia) y reproducible (n=9, tres repeticiones durante tres dias), como lo muestra las tablas
12 y 13 pues en ambas pruebas el CV de los puntos control es menor al 15%.

Una vez tratada la repetibilidad y reproducibilidad es menester mencionar un
punto importante durante la inyeccion de las muestras: el método de inyeccion es
importante para que los resultados sean reproducibles, sobre todo en métodos donde la
introduccion de las muestras al sistema cromatografico no se hace de manera
automatizada. La jeringa antes de cada inyeccion se purgaba dos veces con fase movil,
de lo contrario, el loop queda con trazas de la inyeccion anterior. EI volumen de
reconstitucion de 100 pL impide realizar una purga de la jeringa, pues se necesitan
minimo 60 pL de muestra para realizar una inyeccion en un inyector manual con loop
de 20 pL. Las inyecciones no son reproducibles si no se tiene una limpieza adecuada de
la jeringa de inyeccion.

El limite de cuantificacion propuesto fue de 0.01 pug/mL, el cual es reproducible
al obtenerse un CV menor del 20% en cinco inyecciones consecutivas, como lo
demuestra la tabla 14. Debido a que la linealidad del método se pierde empleando
concentraciones inferiores a 0.01 pg/mL, el LD tuvo que ser determinado con el ruido
de la linea base (Ver tabla 15). ElI LD se defini6 en 0.001 pg/mL, que es la
concentracion minima a la cuél se obtiene una respuesta tres veces superior al ruido de
la linea base.
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La validacion sirve para dos cosas: para ver la linealidad, reproducibilidad y
repetibilidad del método; y para ver las condiciones de temperatura y periodo de tiempo
en las cuéles las muestras permanecerdn con cantidades similares a las que se
obtendrian si se analizaran inmediatamente después al momento de su toma. Por ello es
de suma importancia evaluar la estabilidad, tanto de las soluciones stock como de las
muestras. Las respuestas de las soluciones stock empleadas en el método analitico
permanecieron durante 28 dias con un CV absoluto menor al 15% respecto a las
obtenidas el dia de su preparacion, tiempo durante el cual se consideran estables,
permitiendo su empleo en la preparacion de curvas de calibracion.

A lo largo de la validacion se observd que la parte baja de la curva es la parte
mas variable del método, pero siempre sus valores se encuentran dentro de los
pardmetros de precision y exactitud establecidos. Esta variabilidad se debe a que se esta
cuantificando concentraciones muy bajas para el analisis de sildenafil en un sistema
CLAR-UV. Este problema ha sido tratado por varios autores, y se ha resuelto
empleando un sistema de concentraciéon ASTED o desarrollando métodos en un sistema
CLAR-MS-MS.

Las cantidades minimas cuatificables por el método desarrollado, pueden ser la
causa de que en la estabilidad a largo plazo a -20°C y en los ciclos de congelacion —
descongelacion los controles bajos no hayan cumplido con la exactitud requerida.
Como lo muestran la tabla 20 y la figura 14, los controles medios y altos, cuya
concentracion fue determinada en una curva preparada y procesada el mismo dia del
analisis de las muestras de estabilidad, cumplen con un CV menor al 15% respecto al
valor nominal. No asi los controles bajos, que solo cumplen con Estabilidad a Largo
Plazo a -20°C hasta 15 dias después de su preparacion.

En el caso de los ciclos de congelacion y descongelacién, como se observa en las
tabla 21, los puntos control medio y alto cumplen con la precision y exactitud en los dos
ciclos. Los puntos control bajos cumplen dichos criterios solo el primer ciclo de
congelacion — descongelacion. Por lo anterior, se ha determinado una estabilidad de
muestras plasmaticas de 15 dias a -20°C y solo un ciclo de congelacion -
descongelacion. Una forma de aumentar el tiempo de Estabilidad a Largo Plazo (-20°C)
y el nimero de ciclos de congelacion — descongelacion podria ser la modificacién del
rango de trabajo, pero no se puede. De hacerlo, el método analitico CALR-UV no
cumpliria uno de sus objetivos de cuantificar cantidades pequefias en plasma. Por ello,
las muestras plasmaticas provenientes de un estudio de sildenafil deben de almacenarse
a-20°C no mas de 15 dias y una vez descongeladas proceder con su analisis.

Andlisis de muestras.

Antes de proceder con el analisis de las muestras, fue necesario realizar una
comparacion entre las respuestas de sildenafil que se obtienen en muestras plasmaticas y
muestras sanguineas. Como se recordara, uno de los objetivos de este estudio es llevar a
cabo el analisis de sildenafil en muestras de sangre total provenientes de recién nacidos,
que por su cortisima edad, la cantidad limitada de muestra restringi6 el uso de plasma
como matriz bioldgica de andlisis. El desarrollo del método en plasma se realizo debido
a que no se tenia un método analitico base para el desarrollo en sangre ademas de no
encontrar bibliografia referente al analisis de sildenafil en sangre como matriz biologica.
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Para la comparacion entre matrices biologicas se prepararon y procesaron, con el
método anteriormente desarrollado y validado, cinco series de puntos control (Alto,
medio y bajo) en plasma y la misma cantidad de puntos control en sangre. Como se
observa en la figura 15, la respuesta es mayor en sangre que en plasma a medida que la
cantidad del analito se incrementa, denotdndose diferencia significativa en
concentraciones superiores a 0.2 ug/mL Una prueba t de studen determind la diferencia
entre los valores obtenidos en sangre y plasma en los tres niveles de puntos control, por
lo que el método no es aplicable a muestras sanguineas de sildenafil en concentraciones
superiores a 0.20 pg/mL.

Finalmente, se procedio a la aplicacion del método analitico en el anélisis de
muestras de pacientes. Al revisar las muestras a analizar, se encontrd que ya habian
excedido los 15 dias de estabilidad determinados por esté método. Ademas, el volumen
que en un principio se habia fijado como 50 pL de sangre, resulto ser de 500uL. Por
ello se centrifugaron las muestras para separar el plasma, pero éste y el paquete celular
no se separaron, posiblementen por el uso o no del anticoagulante idoneo y/o el tiempo
de resguardo de las mismas.

Por lo anterior, se trabajé con muestras en sangre total y se analizaron empleando el
método descrito en el numeral 7.4. EI método de analisis fue mediante estandar
adicionado debido a las cantidades que se necesitan detectar. En el procesamiento de
muestras sanguineas, se observé que son muy espesas y a veces no es confiable la
cantidad de muestra que se toma debido a su viscosidad. Ademas en algunas de ellas, el
extrayente adquiria un color amarillo al final de la extraccién, lo cudl demuestra la
presencia de bilirrubina justificable por las deficiencias metabolicas de los pacientes al
tratarse de recién nacidos prematuros.
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10. Conclusiones.

El método analitico desarrollado es adecuado para la cuantificacion de Citrato de
Sildenafil en plasma humano. El método no es util en el anélisis de muestras de sangre
total a concentraciones mayores de 0.20 pg/mL. Aln asi, la cantidad de muestra
recibida provenientes de recién nacidos demuestra que el tamafio de muestra es
suficiente para obtener por lo menos 100 pL de plasma.

El método es valido en el intervalo de trabajo 0.01 a 3 pg/mL del analito empleando
un método de extraccion liquido — liquido con Benceno y utilizando carbamacepina
como E.l. Respecto a la estabilidad determinada, las muestras resultaron ser estables no
mas de 15 dias después de su toma, siempre y cuando permanezcan a -20°C. Las
muestras no son estables a mas de un ciclo de congelacion — descongelacion. Las
soluciones stock son estables por o menos 28 dias después de su preparacion.

El limite de cuantificacion del método desarrollado lo hace til en el monitoreo del
farmaco en nifios recién nacidos prematuros con Hipertension Pulmonar Persistente,
Sindrome de Distress Respiratorio o cualquier otro padecimiento tratado con sildenafil y
cuyas concentraciones plasmaticas se estimen dentro del rango de trabajo en el cuél el
método demostrd ser preciso y exacto.

11. Sugerencias.

- Se sugiere que se lleve a cabo la separacion del plasma del paquete celular una
vez obtenida la muestra, y que se almacenen las muestras plasmaticas en
volimenes de 100 pL para su posterior analisis.

- Es necesario llevar a cabo la evaluacion de la posible interferencia de plasma
lipémico y hemolizado en la cuantificacion del sildenafil.

- Si en algun momento es necesario llevar a cabo analisis de muestras sanguineas
de sildenafil, se puede realizar una revalidacion en sangre total tomando como
referencia el método desarrollado y validado empleando plasma humano.

12. Aplicacion

El método analitico desarrollado es aplicable al analisis rutinario de muestras
plasmaticas de sildenafil, pues demostrd ser repetible, reproducible y lineal en un rango
de concentracion de 0.01 a 3 pg. Su uso es viable en laboratorios y / o clinicas en las
cuales el equipo cromatografico sea una limitante, pues se trata de un método para
CLAR-UV.
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