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INTRODUCCION

Obtener datos analiticos seguros es un requisito para la correcta interpretacién en
estudios farmacocinéticos y bioequivalentes ya que se pueden sobreestimar o subestimar
datos llegando a una conclusién errénea por parte del analista.

Para poder llegar a una conclusién definitiva las mediciones analiticas se deben realizar
usando métodos y equipamiento que han sido probados para asegurar que se ajustan al
propdsito de la medicidn. La confianza de que los datos obtenidos en cierto estudio son
seguros y fiables es demostrada a través de la validacion del método analitico.

Conforme al contexto anterior esta tesis presenta la implementacién y validacién de un
método analitico simple y sencillo por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR)
para la determinacién simultanea de lopamidol y PAH como marcadores de
funcionamiento renal en plasma de rata evaluando los pardmetros de linealidad,
precision, exactitud, selectividad, limite de deteccién, limite de cuantificacidn,
recuperacién absoluta, estabilidad de muestra no procesada y procesada de acuerdo a la
NOM-177-SSA1-1998, empleando una cromatografia isocratica en fase reversa.

La separacion cromatografica fue llevada a cabo usando una columna C18 y una fase moévil
de 0.1M CH5COOH: Acetonitrilo (90:10 v/v), trabajando a un flujo de 0.3mL/min. Con una
deteccidn ultravioleta a 270nm, empleando como estandar interno PABA y una extraccién
liquido-liquido.

Los resultados obtenidos demostraron que el método analitico para la cuantificacidon
simultanea de lopamidol y PAH es valido para obtener datos que ayuden a Ia
interpretacién, razonamiento y conclusiones en un estudio de biodisponibilidad o
farmacocinética.

El método implementado y validado se propone para ser utilizado en la evaluacién de la

filtracién glomerular (lopamidol) y secrecién tubular (PAH) en un modelo experimental
por medio de la caracterizacién farmacocinética de los compuestos mencionados.

i



I. ANTECEDENTES
1. CROMATOGRAFIA

1.1 Definicion.

La cromatografia es un eficaz método de separacidén que tiene aplicacion en todas las
ramas de la ciencia.

La cromatografia fue inventada y denominada asi, a principios del siglo XX por el botanico
ruso Mikhail Tswett. El empled la técnica para separar varios pigmentos vegetales,
haciendo pasar disoluciones de estos compuestos a través de una columna de vidrio
rellena con carbonato de calcio finamente dividido. Las especies separadas aparecian
como bandas coloreadas en la columna, lo que justifica el nombre que eligié para el
método (del griego chroma que significa “color” y graphein que significa “escribir”).

En todas las separaciones cromatograficas, la muestra se desplaza con una fase movil, que
puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico. Esta fase movil se hace pasar a través
de una fase estacionaria con la que es inmiscible, y que se fija a una columna o a una
superficie sélida. Las dos fases se eligen de tal forma, que los componentes de la muestra
se distribuyen de modo distinto entre la fase moévil y la fase estacionaria. Aquellos
componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven
lentamente con el flujo de la fase mévil; por el contrario, los componentes que se unen
débilmente a la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia de la
distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan en bandas o zonas discretas
que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente®.

1.2 Clasificacion

Una clasificacion fundamental de los métodos cromatograficos se basa en el tipo de fase
movil y estacionaria, y en la clase de equilibrios implicados en la transferencia de los
solutos entre las fases. En la Cuadro 1 se da la relacidn de las tres clases generales de
cromatografia: cromatografia de liquidos, cromatografia de gases y cromatografia de
fluidos supercriticos.

Cuadro 1. Clasificacidn general de los métodos cromatograficos en columna®.

Clasificacion Método especifico  Fase estacionaria Tipo de equilibrio
general
Cromatografia de Liquido-liquido Liquido adsorbido Distribucidn entre
liquidos o reparto sobre un sélido. liquidos
inmiscibles.
Liquido-fase unida  Especies organicas  Distribucion entre
guimicamente enlazadas a una el liquido y la
superficie sdlida.  superficie enlazada.

1



Liquido-sdlido o Sélido Adsorcion
adsorcion
Intercambio idnico Resina de Intercambio idnico

intercambio idnico

Cromatografia de Gas-liquido

gases

Liquido adsorbido
sobre un sélido

Distribucidn entre
un gas y un liquido

Gas-fase unida
quimicamente

Especies orgdnicas
enlazadas a una
superficie sélida

Distribucién entre
el liquidoy la
superficie enlazada

Gas-sdlido Sélido Adsorcion
Cromatografia de Especies organicas  Distribucién entre
fluidos enlazadas a una el fluido

supercriticos

superficie sélida

supercriticoy la

superficie enlazada

1.3 CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR)

La cromatografia de liquidos de alta resolucién es la técnica analitica que realiza la
separacion fisica de una mezcla de compuestos a través de la interaccidn selectiva entre
los solutos, una fase estacionaria y una fase movil, haciendo uso de instrumentacién
automatizada de alta eficiencia.’

Las razones de la popularidad de esta técnica son su sensibilidad, su facil adaptacién a las
determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion de especies no
volatiles o termolabiles y, sobretodo, su gran aplicabilidad a sustancias que son de
primordial interés en la industria, en muchos campos de la ciencia y para la sociedad en
general.!

Su campo de aplicacién cubre una gran parte del ambito cientifico y su éxito se debe a la
posibilidad de actuar de forma muy precisa sobre la selectividad entre los compuestos a
través de la eleccion de la columna y de la composicién del eluyente, es decir, al sacar
partido de las interacciones disolucidon/fase movil/fase estacionaria.

Entre sus ventajas se encuentran:

Eficacia: Los detectores empleados son generalmente no destructivos, por lo que
éste método puede ser empleado no solo para la cuantificacion de los productos
sin degradar y/o degradados, sino que puede servir para el aislamiento y la
identificacion de los mismos

Economia: Aunque el costo inicial del equipo y solventes son altos en comparacién
a un analisis espectrofotométrico clasico, la rapidez del analisis, la cantidad de



informacién obtenida, la pequena cantidad de muestra y el nimero de analisis que
se puede realizar por jornada laboral, hace del mismo un método analitico ideal.

1.4 Tipos de Cromatografia Liquida.

Existen cuatro tipos de sistemas utilizados en cromatografia liquida de alta resolucién
basandose en la naturaleza de la fase estacionaria y en los procesos de separacién:
adsorcion, particién, intercambio iénico y de exclusion.?

a) Cromatografia de adsorcion. Surge de las interacciones entre los solutos y la
superficie de la fase estacionaria sélida, se basa en repetidas etapas de adsorcion-
desorcién. %3

b) Cromatografia de intercambio idnico. Implica una fase sdlida estacionaria con
grupos anidnicos o catidnicos en la superficie a la que las moléculas de soluto de la
muestra con carga opuesta se atraen. %3

¢) Cromatografia de exclusion. Implica una fase estacionaria sélida con un tamaiio de
poro controlado; en ella, los solutos se separan de acuerdo al tamafio molecular.’

d) Cromatografia de reparto. No se basa en la adsorcion, implica una fase liquida
estacionaria que es inmiscible con el eluyente y revestido sobre un soporte inerte.
La separacion se fundamenta en el reparto del soluto entre la fase moévil y la fase
estacionaria.’

Con base a las polaridades de la fase mévil y estacionaria se distinguen dos tipos
de cromatografia de reparto. (Figura. 1)

i. Cromatografia en fase normal. Inicialmente, la cromatografia de liquidos
utilizaba fases estacionarias de elevada polaridad tales como el agua o el
trietilenglicol soportadas sobre particulas de silice o alimina; y como fase
movil se empleaba un disolvente relativamente no polar como el hexano o el
iso-propileter. A este tipo de cromatografia se le conoce como cromatografia
en fase normal. En este tipo de cromatografia, el componente menos polar se
eluye primero, debido a que relativamente es el mas soluble en la fase mévil y
un aumento de la polaridad de la fase movil provoca una disminucién del
tiempo de elucién.

ii. Cromatografia en fase reversa. En este tipo de cromatografia, la fase
estacionaria es no polar, con frecuencia se trata de un hidrocarburo, y la fase
movil es relativamente polar (como el agua, el metanol o el acetonitrilo). Los
componentes mas polares eluyen primero, y un aumento en la polaridad de la
fase mévil aumenta el tiempo de elucién.
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Figura. 1. llustracion gréafica de la cromatografia liquida en fase normal y en fase
reversa. Los circulos representan los tipos de compuestos presentes en la muestra
y su orden de elucién.?

1.5 Técnicas de separacion.

e |Isocratica: Se habla de una separacidn isocrdtica cuando la composicion de la fase
movil no cambia durante el curso de la corrida. Esta es la técnica mas simple y
debe ser el método de primera eleccidn cuando se desarrolla una separacién.3

e Elucidon por gradiente: Se puede realizar con cambios en la composicion de la fase
movil a lo largo de la corrida cromatogréfica. La fuerza de elucién del eluyente se
incrementa durante la corrida cambiando la polaridad, pH o fuerza idnica. La
elucién por gradientes puede ser de gran alcance para separar mezclas de
compuestos con retencién ampliamente diferente.?

1.6 Componentes de la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién.

La instrumentacién general para un cromatdgrafo de liquidos incorpora los siguientes
componentes (Figura2):

+»* Un recipiente para la fase mavil, que puede ser de vidrio o acero inoxidable, y que
puede contener de 200 a 1000 mL de un disolvente.
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Un sistema de bombeo que impulsa a la fase movil hacia el inyector, el sistema de
bombeo es el médulo que entrega el solvente de manera exacta y precisa al resto
del sistema cromatografico.

Un sistema de inyeccidon, que permite introducir la muestra en solucién sin
interrumpir el flujo del solvente a través del sistema, el sistema de inyeccidn puede
ser manual 6 automatizado.

Una columna de separaciéon de acero inoxidable, que contiene el empaque
necesario para efectuar la separacién deseada.

Un detector que permite observar y ubicar en tiempo y espacio la posicién de cada
componente de una muestra a la salida de la columna.

Un registrador que recibe y almacena la seiial del detector e imprime el
cromatograma completo con las alturas y las areas de los picos.

Figura 2. Componentes de un equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién.

2. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

2.1 Método analitico.

Un método analitico se define como la descripcién de la secuencia de actividades,
recursos materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el analisis de
un componente especifico de la muestra.”

Para poder seleccionar correctamente un método analitico, es esencial definir la
naturaleza del analito. Se necesita definir una serie de factores como son la exactitud que
requiere el método, el saber de cuanta muestra se dispone y en qué intervalo de

5



concentraciones estd el analito, si existen componentes presentes en la muestra que
puedan interferir con el analisis, las propiedades fisicas y quimicas de la matriz biolégica
de la muestra y cuantas muestras hay qué analizar. Teniendo en cuenta estos aspectos se
puede escoger un método.

Una vez determinado el método analitico que se va a emplear, es necesario establecer por
medio de estudios de laboratorio una base de datos que demuestren cientificamente que
el método analitico tiene las caracteristicas de desempefio adecuados para cumplir los
requisitos de su aplicacién.’

2.2 Definicion de Validacion.

La validacion implica documentar, mediante el uso de investigaciones en un laboratorio
especifico, que las caracteristicas de funcionamiento del método son adecuadas y fiables
para destinadas aplicaciones analiticas. La aceptabilidad de los datos analiticos
corresponde directamente con los criterios de aceptacion para validar el método.

Los métodos de andlisis deben ser selectivos y sensibles para la evaluacion cuantitativa de
los farmacos y sus metabolitos para el buen desarrollo de estudios preclinicos,
biofarmacéuticos y estudios clinicos de farmacologia.

La validacion del método incluye todos los procedimientos que demuestren que un
método utilizado en particular para la medicién cuantitativa de analitos en una matriz
bioldgica dada, tales como sangre, plasma, suero u orina, es fiable y reproducible para el
uso previsto y asi proporcionar, a quien aplica la metodologia, una seguridad sobre la
técnica empleada y asi poder tomar decisiones con certeza.

Los parametros fundamentales para asegurar la aceptabilidad del desempefio de un
método analitico son los siguientes: linealidad, exactitud, precisidén, selectividad,
sensibilidad, reproducibilidad y estabilidad de la muestra. >6

a) Linealidad. Capacidad que tiene un método analitico de obtener resultados que
sean directamente proporcionales a la concentracién del compuesto en la muestra
en un intervalo de trabajo, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por
medio de una transformacién matemética bien definida.’

b) Exactitud. Describe la proximidad o concordancia entre el resultado obtenido
experimentalmente y el valor verdadero de referencia. 8

c) Precision. La precision de un método analitico describe la cercania de las medidas
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a multiples alicuotas
de un solo volumen homogéneo de la matriz bioldgica. La precision se subdivide

8
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d)

e)

f)

g)

h)

i) Repetibilidad: Se denomina a la precision de un método analitico que
expresa la variacion dentro de un mismo laboratorio obtenida mediante
determinaciones independientes realizadas en las mismas condiciones.’

ii) Reproducibilidad intralaboratorio: Es la precision de un método analitico
gue expresa la variacion obtenida entre determinaciones
independientes realizadas en el mismo laboratorio, pero en diferentes
condiciones de andlisis, tales como dias, equipo, reactivos, analistas y
laboratorios.”®

Selectividad. Capacidad de un método analitico para diferenciar y cuantificar el
analito en la presencia de otros componentes en la muestra. Por ejemplo, éstas
podrian incluir metabolitos, impurezas, productos de degradacion, los
componentes de la matriz bioldgica, etc. >’

Recobro. La recuperacion de un analito en un ensayo es la respuesta del detector
obtenida a partir de una cantidad de analito afadido y el extraido a partir de la
matriz bioldgica, en comparacidn con la respuesta obtenida de una concentracién
verdadera del estandar puro.

Estabilidad de la muestra. La estabilidad del fdrmaco en un fluido biolégico esta en
funcién de las condiciones de almacenamiento, las propiedades quimicas del
farmaco, la matriz y del sistema de contencién. Las condiciones utilizadas en los
experimentos de estabilidad deben reflejar las situaciones que puedan darse
durante la manipulacién real de la muestra y el analisis. 8

Limite de cuantificacidn. La cantidad mas baja de un analito en una muestra que
puede determinarse cuantitativamente con precisién y exactitud adecuadas bajo
las condiciones de operacidn establecidas. 6

Limite de deteccion. Es la menor concentracién de una muestra la cual puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de
operacion establecidas. ” 8

Tolerancia. Es una medida de la capacidad del método analitico para no ser
afectado por variaciones pequenas pero deliberadas de los parametros del método
y proporciona una indicacion de su fiabilidad durante el uso normal ”-%°

Ejemplos de variaciones *°

¢ Influencia de las variaciones de pH en una fase movil

¢ Influencia de las variaciones en la composicion de la fase movil

¢ Longitud de onda

e Temperatura

e Solventes



3. FUNCION RENAL
3.1 El Rifién

El rindn es uno de los principales érganos de eliminacién de farmacos en el cuerpo, a
pesar de que la eliminacién del fdrmaco también puede ocurrir en cualquier parte del
cuerpo. El rifidn es el dérgano excretor principal para la eliminacién de productos
metabdlicos de desecho y juega un papel importante en el mantenimiento del volumen
normal de liquido y la composicion de electrolitos del cuerpo. Para mantener el equilibrio
de sales y agua, el rifdn excreta el exceso de electrolitos, agua y productos de desecho,
mientras que conserva los solutos necesarios para la funcién apropiada del cuerpo.
Ademas, el rifidn tiene dos funciones endocrinas: (1) la secrecion de renina, que regula la
presion sanguinea, y (2) la secrecion de eritropoyetina, que estimula la produccién de
glébulos rojos. Los procesos por los que se excreta un farmaco a través de los rifiones
pueden incluir cualquier combinacién de los siguientes: ' %13

e Filtracién glomerular.

e Secrecion tubular.

e Reabsorcién tubular.

3.2 Consideraciones anatomicas.

La anatomia del sistema renal se muestra en la Figura 3. Los rifiones se encuentran en la
cavidad peritoneal. Tres grandes regiones se distinguen dentro del rindn: la corteza que es
la zona externa del rifidn, la médula que es la parte interna y la pelvis. Las nefronas son las
unidades basicas funcionales, colectivamente responsables de la eliminacién de desechos
metabdlicos y el mantenimiento del equilibrio hidrico y electrolitico. Cada rifidn contiene
de 1 a 1.5 millones de nefronas. La corteza contiene los glomérulos y los tubulos
proximales y distales, y la médula contiene las asas de Henle. Los glomérulos en las
diferentes areas tienen diferentes longitudes en la asa de Henle para permitir el control
diferencial sobre la concentracién de orina. Las asas de las nefronas yuxtamedulares (las
mas cercanas a la médula) se extienden casi hasta la pelvis, la zona en la que la orina
formada drena a los conductos colectores.™

Figura. 3 Anatomia del sistema renal.



4. DETERMINACION DE FUNCION RENAL

La medicion precisa de la filtracion glomerular (FG) y de la secrecion tubular (ST) es valiosa
para la evaluacién de la funcién renal y nefrotoxicidad en una variedad de investigaciones
clinicas y en el cuidado del paciente. La determinacién precisa de GFR es recomendada
para evaluar una adecuada intervencidon farmacocinética y monitorear el progreso de
enfermedades renales.”

La FG se determina por la medicion del aclaramiento del plasma de un marcador, el cual
puede ser un producto enddgeno del metabolismo como la creatinina o una sustancia
exdgena administrada; entre dicho marcadores se encuentran los compuestos yodados
tales como el iopamidol; este tipo de marcadores debe poseer la caracteristica de ser
libremente filtrados en la membrana glomerular, ademas de no unirse a proteinas
plasmaticas, no reabsorberse, secretarse o metabolizarse por los tubulos renales y no
afectar la tasa de filtracién glomerular.'® Por su parte la ST se puede estimar usando el
acido p-Amino hipurico (PAH). Para estimar la ST el PAH es un ideal marcador, ya que es
libremente filtrado en el glomérulo y secretado por los tubulos renales con una
reabsorcion insignificante.™

5. IOPAMIDOL

Mondmero yodado como medio de contraste radiolégico no idnico, el cual se presenta en
solucidén inyectable en diferentes concentraciones, listas para su uso.

Nomenclatura: (S)-N, N’-Bis [2-hidroxi-1-(hidroximetil) etil]-5-[(2-hidroxi-1-oxopropil)
amino]-2, 4,6-triiodo-1,3-benzenodicarboxamide; (S)-N, N’-bis [2-hidroxi-1-(hidroximetil)

etil]-2, 4, 6-trilodo-5-lactamido-isoftalamida; lopamidol.

Nombre comercial: lopamiron®, Solucont®, Isovue, lopamiro, Pamiray, lopamidol, B-
15000; lopamiro; Jopamiro; Niopam; Solutrast.” 18 (The Merck Index, Martindale)

Férmula empirica: C;7H,,13N3505

Estructura: OH



Peso molecular: 777.1 g/mol
Contenido de lodo: 49%
Propiedades Fisicoquimicas:

e Descripcidn: Polvo blanco o casi blanco, practicamente inodoro. Conservar a una
temperatura de 25°C. Proteger de la luz.t 18

e Solubilidad: Muy soluble en agua y metanol; practicamente insoluble en etanol y
cloroformo. "8

e pKa: 10.70 (25°C)"

Farmacocinética: El medio de contraste se distribuye en los compartimientos vascular e
intersticial del organismo con un tiempo de vida media de unos 10 minutos. La
eliminacidon renal tiene lugar casi exclusivamente por los glomérulos. A los 30-45 minutos
tras la aplicacion, el 50% del lopamidol ha sido eliminado. No se une a las proteinas
plasmaticas de forma significativa.'® 1% %°

Efectos adversos: Los efectos adversos relacionados con el uso intravascular de medios de
contraste con yodo, son normalmente con los medios de contraste idnicos que con los no
idnicos. Se han observado también reacciones graves de peligro mortal y se han reportado
algunos casos de muerte en un porcentaje bajo de algunos pacientes.

Las reacciones que mas frecuentemente se presentan con la administracién IV son:
nauseas, vémitos, rubor, sensacidn general de calor y dolor.

Ademads pueden aparecer los siguientes sintomas: Escalofrios, fiebre, sudor, cefalea,
mareos, palidez, debilidad, disnea y asfixia, jadeo, ascenso o descenso de la presidon
sanguinea, prurito, urticaria, otras formas de exantema, edemas, calambres, temblor
muscular, estornudos y lagrimeo.
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6. ACIDO p-AMINO HIPURICO
Nomenclatura:
N-(4-Aminobenzoil) glicina; acido N-(p-aminobenzoil) aminoacético; PAH.
Férmula empirica: CoHgN,Os;  Sal sddica: CoHgN,NaO3 (PM=216.2 g/mol)

Estructura

OH

NH.,

Peso Molecular: 194.2 g/mol.
Propiedades fisicoquimicas:
e Descripcion: Polvo cristalino blanco que se decolora al exponerse a la luz.
e Solubilidad: Soluble en 1:45 de H,0, 1:50 de CH3CH,OH y en 1:5 de HCI 3N; muy
poco soluble en tetracloruro de carbono, en cloroformo, en éter y en benceno;

facilmente soluble, con descomposicion en soluciones alcalinas con H,0 y en HCI.

e pKa:3.6
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el trabajo cientifico, la existencia de resultados analiticos poco fiables puede llevar a
una sobreestimacion o subestimacion de los datos, obteniéndose falsas interpretaciones
generando conclusiones injustificadas. Para la determinacidn cuantitativa de uno o varios
farmacos en muestras bioldgicas requieren que el método analitico a utilizar sea sensible,
exacto y reproducible. Ante la necesidad en nuestro laboratorio de evaluar la funcidn
renal via la determinacidn cuantitativa de sustancias exdégenas en plasma de rata, se
pretende implementar y validar un método analitico por CLAR para la cuantificacion de
lopamidol y acido p-Amino Hipurico como marcadores de funcién renal en plasma de rata.

lll. OBJETIVO GENERAL

Implementar un método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
que permita cuantificar lopamidol y Acido p-Amino hipurico en plasma de rata
como marcadores para la evaluacion de funcidn renal.

OBJETIVOS PARTICULARES

Implementar bajo las condiciones experimentales del laboratorio la determinacién
cuantitativa simultanea de lopamidol y acido p-Amino Hipurico en micromuestras
de plasma de rata por CLAR.

Validar el método analitico implementado de acuerdo a la Norma oficial Mexicana
NOM-177-SSA1-1998.

Demostrar la aplicabilidad del método para la cuantificacién de lopamidol y Acido
p-Amino hipurico.
IV. HIPOTESIS

El método implementado permitira cuantificar con precisién y exactitud lopamidol y Acido

p-Amino hipurico a través del uso de CLAR en micromuestras de plasma de rata.

V. METODOLOGIA

A) Reactivos:

lopamidol presentacién comercial (Solucont 300, Bonaplast S. A. de C. V., lote :
LA002-A)

Acido p-Amino hipurico (Grado reactivo, Sigma-Aldrich)

Acido p-Aminobenzoico (Grado reactivo, Sigma-Aldrich)
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Acetonitrilo HPLC (J.T. Baker)

Acido tricloroacético (Grado reactivo, Reactivos Meyer)

Acido acético (J.T. Baker)

Material

Matraz volumétrico de 10, 25, 100 y 1000mL.
Probeta graduada 25, 100, 500mL.
Micropipeta multidosis eppendorf.

Puntas para Micropipeta multidosis de 5, 2.5y 1 mL.
Vasos de precipitados de 50, 100 y 250mL.
Matraz Erlenmeyer de 25, 50 y 250mL

Tubos eppendorf de 1.5mL.

Gradilla para tubos eppendorf.

Espatulas.

Papel glacil y papel parafilm.

Pipetas graduadas de 5y 10mL.

Equipo:

Vortex-Genie 2 Scientific Industries.
Agitador mecanico IKA MS 3 digital.

Balanza analitica BEL engineering Modelo M.
Bomba para vacio LIC modelo DDA-V152-AA.
Equipo de filtracion Millipore.

Membranas de filtracidn Millipore con tamafio de poro de 0.45um.

Parrilla de agitacion Scientific Products Type 1000.
Centrifuga Fisher Scientific Marathon 26KM.
Sonicador Quantres L&R.
Cromatodgrafo de Liquidos de Alta Resolucion.

o Bomba Waters modelo 510.
Inyector manual con un asa de 20pL.
Detector Waters 486 Tunable Absorbance.
Integrador Beckman modelo 427.

O O O O O
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Columna Analitica Symmetry®C18 5 um (150mm x 4.6mm I. D.).
Pre-columna analitica Zorbax SB-C18 5 um (12.5mm x 4.6mm).



D) Condiciones cromatograficas.

Para la extraccién de los analitos de la muestra de interés se empled una extraccién
liquido-liquido con CCIsCOOH, lograndose la separacion y cuantificacién de los analitos en
un equipo cromatografico trabajando con un detector UV a una longitud de onda de
270nm, utilizando una columna Symmetry C18 5um (15cm x 4.6mm 1.D) acoplada a una
pre-columna analitica Zorbax SB-C18 5 um (12.5mm x 4.6mm), empleando una bomba
Waters modelo 510 a un flujo de 0.3mL/min con una fase movil de 0.1M CH3COOH:
Acetonitrilo en una proporcion de 90:10v/v y utilizando PABA como estandar interno,
registrando las respuestas en un integrador Beckman modelo 427. Teniendo un intervalo
de trabajo de concentraciones para lopamidol de 15, 30, 60, 90 y 120 pug/mL y para el
Acido p-Amino Hipurico de 2.5, 5, 15, 45, 80 y 120 pg/mL

Una vez que se logrd la resolucién y sensibilidad adecuada entre los compuestos dentro
del intervalo propuesto, se procedié a validar el método como se menciona a
continuacion.

E) Validacion del método analitico.
e SISTEMA
o Linealidad: Se prepararon tres curvas de calibracion con seis niveles de
concentracion para el PAH (2.5, 5, 15, 45, 80 y 120 ug/mL) y cinco para

lopamidol (15, 30, 60, 90 y 120 pg/mL) sin la matriz biolégica como se
muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Curva de calibracién para la determinacion simultdnea de PAH y
lopamidol en sistema.

Conc.pan S mlcuota O O Alluota ) o
(ug/mL) (ng/mL) () (ng/mL) (ng/mL) () (nL) (nL)
2.5 50 50 50 900
5 50 100 15 200 75 50 775
15 200 75 30 200 150 50 725
45 1000 45 60 1000 60 50 845
80 1000 80 90 1000 90 50 780
120 1000 120 120 1000 120 50 710

o Precision del sistema: Se analizaron por sextuplicado el nivel medio de la
curva de calibracion (60 pug/mL para lopamidol y para PAH 15y 45 pg/mL).
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e METODO

o Linealidad: Se realizaron seis curvas de calibracion con seis niveles de
concentracién para el PAH (2.5, 5, 15, 45, 80 y 120 ug/mL) y cinco para
lopamidol (15, 30, 60, 90 y 120 pg/mL) con la matriz bioldgica de acuerdo al
cuadro 3.

Cuadro 3. Curva de calibracion para la determinacién simultdnea de PAH y
lopamidol en método.

Solucion Alicuota Conc. Solucion  Alicuota PABA Plasma CCI;COOH

PAH (pL) lopamidol lopamidol (pL) 100(pg/mL) (pL) 2.5%

(ng/mL) (ng/mL)  (ug/mlL) (nt)
2.5 50 50 -—-- - - 50 100 800
5 50 100 15 200 75 50 100 675
15 200 75 30 200 150 50 100 625
45 1000 45 60 1000 60 50 100 745
80 1000 80 90 1000 90 50 100 680
120 1000 120 120 1000 120 50 100 610

o Precisidn:

e Repetibilidad: Se analizaron en un mismo dia por quintuplicado tres
concentraciones de la curva de calibracién (lopamidol=17, 50 y 100
pug/mLy PAH=3.75,22 Y 90 pg/mL).

e Reproducibilidad intralaboratorio: Se determind analizando por
duplicado en tres dias diferentes tres concentraciones de la curva
de calibracion (lopamidol=17, 50 y 100 pg/mLy PAH= 3.75, 22 Y 90
ug/mL).

o Exactitud: De los datos obtenidos de precisidn se procedié a determinar la
exactitud, calculando el por ciento referido al valor nominal de cada
determinacion.

o Selectividad: La selectividad del método se realiz6 al analizar muestras
blanco de la matriz biolégica proveniente de por lo menos seis fuentes
diferentes, verificando que no existiera interferencia entre los tiempos de
retencién de los compuestos enddogenos de la matriz y las sustancias de
interés.

o Recobro: Se evaludé por triplicado la curva de calibracién para cada

compuesto en la matriz bioldgica y se compard las mismas concentraciones
en solucidn obteniendo el por ciento de recobro.
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Estabilidad de la muestra: Se sometieron muestras con concentraciones
conocidas por duplicado como estabilidad de muestra no procesada y como
muestra procesada a diferentes temperaturas y periodos de
almacenamiento.

Limite de cuantificacion: La concentracion mas baja de la curva de
calibracion de cada compuesto se analizé por quintuplicado.

Limite de deteccidn: Para determinar la concentracién a la cual la seial de
los compuestos de interés en la matriz bioldgica se pueden distinguir de los
niveles de ruido se propusieron cuatro concentraciones por de bajo del
limite de cuantificacién (lopamidol= 14, 12, 10y 8 ug/mLy PAH=2,1.5,1Y
0.5 pg/mL).

Tolerancia: Se evalud la tolerancia del método analitico a pequenas
modificaciones como lo fue el cambio en la longitud de onda de 270nm a
254nm y para optimizar el tiempo de corrida se aumenté la velocidad de
flujo de 0.3mL/min a 0.5mL/min.

F) Aplicabilidad del método. La utilidad del método validado se demostré al llevar a

a)

cabo un perfil farmacocinético para la cuantificaciéon de lopamidol y PAH en ratas
de la cepa Sprague Dawley administradas con una dosis de lopamidol de 200mg/Kg
de peso y de PAH 100mg/Kg de peso, por via intravenosa. Tomando muestras
plasmaticas a diferentes tiempos.

VI. RESULTADOS

Selectividad.

Se verificd que no se presentara interferencia alguna entre los tiempos de
retencion de las sustancias de interés a analizarse y/o los productos enddgenos de
la matriz bioldgica al ser comparados con sus respectivos blancos. Obteniendo los
tiempos de retencién reportados en el cuadro 4 en un tiempo total de corrida de
15 minutos. Los cromatogramas obtenidos se pueden observar en la figura 4.

Cuadro 4. Tiempos de retencidn obtenidos para el método analitico.

lopamidol 6.23
Acido p-Amino Hipurico 7.99
Acido p-Aminobenzoico 13.32
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Figura 4. Espectros cromatograficos obtenidos: A) Cromatograma obtenido de una
inyeccién a una concentracion de lopamidol de 15 pg/mLy de Acido p-amino hipurico de 5
ug/mL en sistema. B) Cromatograma obtenido de una inyeccion a una concentracion de
lopamidol de 15 pg/mL y de Acido p-amino hipurico de 5 pg/mL en plasma de rata. C)
Blanco de plasma de rata.

b) Linealidad del sistema.

La linealidad del sistema se evalud preparando tres curvas de calibracion
con un rango de concentraciones para lopamidol de 15, 30, 60, 90 y 120
ug/mLy de 2.5, 5, 15, 45, 80 y 120 pug/mL para el acido p-amino hipurico sin
la matriz bioldgica (ver cuadro 2), obteniéndose un gréfico lineal con un
coeficiente de determinacion (r?) 20.99 para ambos compuestos de interés
(Figuras 5y 6).
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Grafico de linealidad lopamidol
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Figura. 5 Promedio de tres determinaciones de linealidad en sistema para
lopamidol cumpliendo especificaciones con la NOM-177-SSA1-1998.

Figura. 6 Promedio de tres determinaciones de linealidad en sistema de PAH
cumpliendo especificaciones con la NOM-177-SSA1-1998.

18



c) Precision del sistema.

La precision en sistema se evalué preparando el punto medio de la curva de
calibracion para lopamidol y PAH por sextuplicado.

Cuadro 5. Datos obtenidos de seis determinaciones de lopamidol a una
concentracion de 60ug/mL sin la matriz bioldgica.

Concentracion tedrica Promedio de relacion
(ng/mL) de alturas (cm)

Desv. Est

Cuadro 6. Datos obtenidos de seis determinaciones de PAH a una concentracion
de 15y 45ug/mL sin la matriz bioldgica.

Concentracion tedrica Promedio de relacion
Desv. Est

(ng/mL) de alturas (cm)

d) Linealidad del método.

La linealidad del método es la proporcionalidad entre las concentraciones de
lopamidol y PAH contenidos en la matriz biolégica, la respuesta medida para el
método estuvo definida como la relacidon de alturas entre la altura del problemay
la altura del estandar interno.

En los cuadros 7 y 8 se presentan los coeficientes de determinacién y el por ciento
del coeficiente de variacion para cada uno de los puntos en las curvas obtenidas.
Las representaciones graficas de lopamidol y PAH se observan en las figuras 6 y 7
respectivamente.
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Cuadro 7. Curvas de Funcién-Respuesta para lopamidol. r* = Coeficiente de
determinacién y %CV = por ciento de coeficiente de variacion.

Concentracion Relacion Relacion Relacion Relacion Relacion Relacion Promedio

lopamidol de de de de de de de DEesi"' %CV
(ng/mL) alturas alturas alturas alturas alturas alturas alturas :

15 0.6792 0.6525 0.6885 0.8736 0.9600 1.0192 0.8122  0.1593 19.6178
30 1.5593 1.6316 1.6786 1.9615 1.9423 1.9259 1.7832 0.1797 10.0801
60 4.0000 4.1667 3.2500 4.0000 3.1250 3.7143 3.7093  0.4314 11.6305
90 5.4286 6.0000 6.0000 6.0000 5.3571 5.1429 5.6548  0.3897 6.8916
120 8.0000 8.5455 8.5455 7.3846 6.6667 6.7857 7.6547  0.8379 10.9463
r’ 0.9931 0.9975 0.9892 0.9942 0.9911 0.9997 0.9999

Figura 7. Representacion grafica de los promedios de la Funcién-Respuesta para lopamidol
en plasma de rata, en un intervalo de concentracidon de 15-120ug/mL.

20



Cuadro 8. Curvas de Funcién-Respuesta para Acido p-Amino Hipurico. r> = Coeficiente de
determinacién y %CV = por ciento de coeficiente de variacién.

' Concentracion Relacion Relacion Relacion Relacion Relacion Relacion Promedio
PAH ([ ([ (3} (3} de de (3} e
(ng/mL) alturas alturas alturas alturas alturas alturas alturas —

2.5 0.2623 0.3684 0.3793 0.3000 0.2833 0.3043 0.3163 0.0471 14.8962
5 0.6226 0.5763 0.5738 0.7356 0.6400 0.6154 0.6273 0.0592  9.4394
15 1.6780 0.1667 1.8036 1.7885 1.7500 1.7593 1.7410 0.0567 3.2574
45 6.0000 6.3330 4.7500 6.1667 4.6875 5.4286 5.5610 0.7203  12.9531
80 9.4286  10.8333 10.8333 10.8333 9.5714 9.4286 10.1548  0.7452  7.3381

120 16.1667 17.2727 17.2727 15.0769 13.2000 13.8571 15.4744 1.7259 11.1533
r 0.9935 0.9983 0.9905 0.9970 0.9960 0.9997 0.9997

Figura 8. Representacion grafica de los promedios de la Funcién-Respuesta para
Acido p-Amino Hipurico en plasma de rata, en un intervalo de concentracién de

e) Precision.

Repetibilidad:

2.5-120ug/mL.

La precision del método valorada como repetibilidad se determiné por medio del
por ciento del coeficiente de variacién obtenido en 3 niveles de concentracién
(baja, media y alta del rango de concentraciones) para lopamidol y PAH, analizados
por quintuplicado bajo las mismas condiciones experimentales el mismo dia del
analisis. Los resultados se pueden observar en el cuadro 9 para lopamidol y cuadro
10 para el Acido p-Amino Hipurico. Criterio de aceptacién de acuerdo a la NOM-
177-SSA1-1998: CV < 15%
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Cuadro 9. Repetibilidad del método para lopamidol en plasma de rata.

Concentracion Concentraciones obtenidas Promedio  Desv. oiE
(]
(ng/mL) 1 2 3 4 5 (ng/mL) Est.
17 17.1281 17.8824 17.7941 17.3454 17.3454 17.4991 0.3236 1.8492
50 49.8923 49.8923 49.8923 49.8923 47.7648 49.4668 0.9515 1.9234
100 98.8259 100.9534 103.0810 100.9534 103.0810 101.3789 1.7800 1.7558

Cuadro 10. Repetibilidad del método del Acido p-Amino Hipurico en plasma de

rata.
Concentracion Concentraciones obtenidas Promedio  Desv.
(ng/mL) 1 (ng/mL) Est.
3.75 3.7110 3.6502 3.4846 3.4071 3.4071 3.5320 0.3236  3.9904
22 23.2669  21.0144 21.4649 21.4649 232669 22.0956 1.0849 4.9101
90 89.9390 86.7856  88.1371  86.3351  88.1371 87.8668 1.4102 1.6050

Reproducibilidad.

La precision del método evaluada en términos de reproducibilidad se evalué en 3
niveles de concentracién (baja, media y alta) y en tres dias diferentes bajo las
mismas condiciones de andlisis. Demostrando en los cuadros 11 y 12 un coeficiente
de variacion menor al 15% para los diferentes niveles de concentracion de
lopamidol y Acido p-Amino Hipurico.

Cuadro 11. Resultados de precision del método en términos de reproducibilidad
para lopamidol.

Dia del andlisis Concentracion Concentracién Concentracion
o 50ug/ml

16.8410 54.1719 101.2638

L 16.2614 54.1719 100.3918

2 17.7689 51.8690 98.7888
19.1966 53.4869 98.7888

3 18.8735 53.0850 103.0980

17.8207 51.2326 101.2456

Promedio 17.7937 53.0029 100.5962
Desv. Est. 1.1306 1.2160 1.6554
%CV 6.3538 2.2943 1.6456
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Cuadro 12. Resultados de precisiéon del método en términos de reproducibilidad
para Acido p-Amino Hipurico.
Dia del analisis Concentracion Concentracion Concentracion

3.75pug/mL 22pg/mL 90pug/mL
1 3.8346 21.9865 88.6569
3.8803 22.9670 88.6569
2 3.6829 20.8490 89.1832
4.0243 21.8393 88.1929
3 4.0484 22.9199 91.0023
3.9005 22.9199 89.9862
Promedio 3.8952 22.2469 88.6725
Desv. Est. 0.1335 0.8500 0.4047
%CV 3.4279 3.8207 0.4564

f) Exactitud.

La exactitud fue determinada como el por ciento del valor nominal del analito
obtenido en cada uno de los niveles de concentracién analizados (bajo, medio y
alto). Los resultados obtenidos se muestran en los cuadros 13y 14 para lopamidol
y el Acido p-Amino Hipurico respectivamente. El criterio de aceptacidn para esta
prueba establece que el valor promedio de las determinaciones en cada nivel de
concentracion de los datos de repetibilidad debe estar dentro del +15% del valor
nominal (NOM-177-SSA1-1998).

Cuadro 13. Resultados de exactitud del método para lopamidol.

Concentracion

Concentracion

. experimental % De valor nominal Promedio del %
nominal (pg/mL)

(ng/mL)
16.9153 99.5020
17.8824 105.1906

17 17.7941 104.6712 102.6854
17.3454 102.0316
17.3454 102.0316
49.8923 99.7846
49.8923 99.7846

50 49.8923 99.7846 98.9336
49.8923 99.7846
47.7648 95.5295
98.8259 98.8259
100.9534 100.9534

100 103.0810 103.0810 101.3789
100.9534 100.9534
103.0810 103.0810

23



Cuadro 14. Resultados de exactitud del Acido p-Amino Hipurico.

Concentracion

Concentracion

el ey experimental % De valor nominal Promedio del %
(ng/mL)

3.6707 97.8847
3.6502 97.3387

3.75 3.4846 92.9229 93.9716
3.4071 90.8559
3.4071 90.8559
23.2669 105.7585
21.0144 95.5202

22 21.4649 97.5679 100.4346
21.4649 97.5679
23.2669 105.7585
89.9390 99.9322
86.7856 96.4284

90 88.1371 97.9301 97.6297
86.3351 95.9279
88.1371 97.9301

g) Estabilidad muestra no procesada.

Se colocaron a -20°C por duplicado muestras plasmaticas conteniendo Unicamente
las sustancias de interés en tres niveles de concentracién (lopamidol= 17, 50 y
100pg/mL y PAH= 3.75, 22 y 90 pug/mL) a diferentes periodos de almacenamiento.
En los cuadros 15 y 16 se pueden observar los resultados obtenidos para las
diferentes etapas de andlisis.

Cuadro 15. Concentracién experimental obtenida en muestras no procesadas de
lopamidol almacenadas a -20 °C por 7, 15, 30, 60 y 90 dias.

Concentracion

(ng/mL) Con. real Con.real Con. real Con. real
%CV %CV %CV %CV
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
17 17.3234 2.7895 18.5767 5.0324 15.7301 5.8710 16.9736 1.4804 18.4090 0.3378
50 48.5703 8.4017 54.1979 3.5674 50.7378 9.0048 50.8803 3.8685 47.4452 3.5316
100 101.7552 5.4254 107.5169 0.0 95.9531 4.2528 109.8422 2.4436 102.7578 7.8957
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Figura 9. Representacion grafica de estabilidad de muestra no procesada de
lopamidol a una concentracién de 17ug/mL.

Figura 10. Representacién grafica de estabilidad demuestra no procesada de
lopamidol a una concentracion de 50ug/mL
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Figura 11. Representacion grafica de estabilidad de muestra no procesada de
lopamidol a una concentracion de 100ug/mL

Cuadro 16. Concentracion experimental obtenida en muestras no procesadas de
Acido p-Amino Hipurico almacenadas a -20 °C por 7, 15, 30, 60 y 90 dias.

| Concentracion

Con. Con.
(ng/mL) Con.real Con.real Con.real
%CV %CV %CV real %CV real %CV
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
(ng/mL) (ng/mL)
3.75 3.7575 1.9416 3.5904 4.5646 3.6818 0.8611 3.4303 6.7512 3.2833 0.5810
22 20.9361 8.3632 21.2194 0.0 20.5234 11.3752 20.0241 0.0 19.0052 3.6298
90 85.7830 6.0976 89.7652 0.0 84.1134 5.6088 92.0913 8.2376 93.2945 7.1334
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Figura 12. Representacién gréfica de estabilidad de muestra no procesada de PAH
a una concentracion de 3.75ug/mL

Figura 13. Representacién grafica de estabilidad de muestra no procesada de PAH
a una concentracién de 22pug/mL
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Figura 14. Representacién grafica de estabilidad de muestra no procesada de PAH
a una concentracién de 90ug/mL

h) Estabilidad muestra procesada.

Se procesaron por duplicado las muestras control (nivel bajo, medio y alto del
rango de concentraciones) y se almacenaron a -5°C para su posterior analisis a las
24,48, 72 y 96 horas.

Cuadro 17. Concentracidon experimental obtenida en muestras procesadas de
lopamidol almacenadas a-5° Ca 24, 48,72 y 96 horas.

Conc. (pg/mL)

Con. Real Con. Real Con. Real

Con. Real

%CV %CV %CV %CV
(ng/mL) (ug/mL) (ng/mL) (ug/mL)
17 15.1074 1.1587 15.2491 12.3692  16.6270 1.1329  16.4366  11.6721
50 47.6220 9.6768 53.4992 6.7103 49.6243 29678  47.4016 6.0760
100 96.7220 1.0826 108.7504 43556  101.3810 3.9222  91.2031 6.9474
[ N N ]
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Figura 15. Representacion grafica de estabilidad de muestra procesada de
lopamidol una concentracion de 17ug/mL a diferentes dias.

Figura 16. Representacion grafica de estabilidad de muestra procesada de
lopamidol una concentracion de 50ug/mL a diferentes dias.
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Figura 17. Representacion grafica de estabilidad de muestra procesada de
lopamidol una concentracion de 100ug/mL a diferentes dias.

Cuadro 18. Concentracion experimental obtenida en muestras procesadas de PAH
almacenadas a -5 °Ca 24, 48, 72 y 96 horas.

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Conc. (ug/mL)

Con. Real Con. Real Con. Real Con. Real

%CV %CV %CV %CV
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

3.75 3.3406 2.5314 4.0394 4.4399 4.1007 0 3.2928 0.5136

22 21.734 7.7581 23.68 6.7413 22.7233 5.7482  20.4992  6.1691

90 87.7694 1.5643 93.006 6.1504 91.6249 3.7065  85.0867  6.0724
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Figura 18. Representacién grafica de estabilidad de muestra procesada de PAH
una concentracion de 3.75ug/mL a diferentes dias.

Figura 19. Representacion grafica de estabilidad de muestra procesada de PAH
una concentracion de 22ug/mL a diferentes dias.
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Figura 20. Representacién grafica de estabilidad de muestra procesada de PAH
una concentracion de 90ug/mL a diferentes dias.

i) Limite de cuantificacidn.

Los resultados reportados de éste parametro (cuadros 19 y 20) demostraron que el
limite de cuantificacién para ambos analitos cumple con las especificaciones de la
NOM-177-SSA1-1998.

Cuadro 19. Resultados de limite de cuantificacion para lopamidol en plasma de

rata.
Concentracion Relacion de alturas Concentracion real > .
% de valor nominal
(ng/mL) (cm) (ng/mL)
0.8810 17.3032 115.3548
0.7273 14.4089 96.0591
15 0.6852 13.6162 90.7746
0.7193 14.2587 95.0578
0.7609 15.0416 100.2774
Promedio 0.7547 14.9257 99.5047
Desv. Est. 0.0755 1.4224 9.4827
Ccv 10.0085 9.5299 9.5298
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Cuadro 20. Resultados de limite de cuantificacién de la determinacién del Acido p-
Amino Hipurico en plasma de rata.

Concentracion

Relacion de alturas

Concentracion real

% de valor nominal

(ng/mL) (cm) (ng/mL)
0.3061 2.2436 89.7437
0.2931 2.1503 86.0135
2.5 0.2869 2.1058 84.2319
0.3511 2.5655 102.6203
0.2881 2.1148 84.5901
Promedio 0.3051 2.2360 89.4399
Desv. Est. 0.0268 0.1921 7.6844
cv 8.7978 8.5917 8.5917

j) Limite de deteccion.

En este pardmetro se determind la concentracidn minima detectable de lopamidol y
PAH diferenciable a la seial de ruido generado por el equipo.
Obteniéndose las siguientes concentraciones como limite de deteccion:

o lopamidol 10pg/mL

o Acido p-Amino Hipurico 1ug/mL

k) Recobro.

Para poder evaluar el recobro del método se prepard por triplicado el rango de
concentraciones en la matriz bioldgica y se compard la misma en sistema.

Cuadro 21. Recuperacion absoluta de lopamidol en método.

o Promedio de Concentracion .
Concentracion " . Porcentaje de
T relacion de obtenida R e A Desv. Est.
alturas (cm) (ng/mL)

15 0.8288 14.5736 97.1571 0.5078 3.4841
30 1.5957 28.2020 94.0067 2.2998 8.1547
60 3.4667 61.4481 102.0067 7.3982 12.0397
90 5.2980 93.9903 104.4135 2.571 2.7526
120 6.5808 116.7860 97.3217 5.2646 4.5079
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Figura. 21 Comparacién de la recuperacion absoluta en el sistema contra la
recuperacién absoluta en el método.

Cuadro 22. Recuperacién absoluta de Acido p-Amino Hipurico en método.

Concentracién Promedio de Concentr.acién Porcentaje de
tedrica (ug/mL) relacion de obtenida recuperacion Desv. Est.
alturas (cm) (ng/mL) (%)
25 0.4432 2.7154 108.6167 0.0701 2.5812
5 0.6909 4.4799 89.5981 0.1151 2.5696
15 1.8936 13.0455 86.9702 0.8018 6.1465
45 6.5444 46.1691 102.5979 4.8788 10.5672
80 11.8283 83.8010 104.7512 11.4127 13.6188
120 16.5303 117.2891 97.7409 3.5083 2.9912
cee
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Figura. 22 Comparacion de la recuperacion absoluta en el sistema contra la recuperacion

absoluta en el método.

I) Tolerancia.

a.

b.

Cambiando longitud de onda: Para demostrar qué tan tolerante es el
método desarrollado se le realizé una prueba variando la longitud de onda
a la que se leen las muestras (de 270nm a 245nm), sin embargo, la sefial del
lopamidol es muy alta a esta longitud de onda y se minimiza la sefal del
PABA (estandar interno), dificultando el registro y por consiguiente la
medicion de alturas de los compuestos de interés. Por lo tanto el método
analitico no soporta cambios en la longitud de onda.

Aumento en la velocidad de flujo: Con la finalidad de optimizar tiempos en
la corrida analitica se decidid aumentar la velocidad de flujo a la que se
trabaja (de 0.3 mL/min a 0.5mL/min), siendo tolerante en ese rango de
flujo y obteniéndose una disminucidon en el tiempo de la corrida de 5 a 8
minutos por muestra con una buena separacion y definicién de los picos de
las sustancias de interés.

m) Aplicacion del método analitico.

Para poder demostrar la aplicabilidad del método analitico desarrollado, se
analizaron muestras plasmaticas de ratas por el método validado para lopamidol y
PAH. Para llevar a cabo este analisis se emplearon ratas de la cepa Sprague Dawley
a las cuales se les administré una dosis de 200mg/Kg de peso de lopamidol y
100mg/Kg de peso de PAH, ambas por via intravenosa. Se tomaron muestras de
sangre a diferentes tiempos, colocando las muestras obtenidas en tubos
eppendorf conteniendo 10uL de heparina, posteriormente se centrifugaron las
muestras a 9000rpm durante 5 minutos para obtener el plasma. Las muestras
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fueron resguardadas a -20°C y procesadas para la determinacién cuantitativa de las
sustancias de interés de acuerdo al método analitico previamente validado. En las
siguientes figuras 22 y 23 se pueden observar los perfiles farmacocinéticos.

Figura. 23 Perfil plasmatico de lopamidol obtenido tras la administracidn intravenosa de
200mg/Kg de peso.

Figura. 24 Perfil plasméatico de Acido p-Amino Hipurico obtenido tras la administracion
intravenosa de 100mg/Kg de peso.
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VII. ANALISIS DE RESULTADOS.

El planteamiento del problema a resolver en este estudio, partié del hecho de establecer a
través de una revisidn bibliografica exhaustiva, el poder descartar cualquier riesgo de
interaccion en la determinacion simultdnea de lopamidol y PAH, ya que si bien es muy
limitado el nimero de referencias existentes sobre la cuantificacion simultdnea de
lopamidol (como marcador de filtracion glomerular) y PAH (marcador de secrecién
tubular) usando CLAR con deteccién ultravioleta, que pudieran ser el soporte tedrico-
practico para la propuesta del método requerido, lo es mds para la determinacién del
lopamidol como marcador de filtracién glomerular y PAH como marcador de secrecién
tubular en micromuestras plasmaticas, que fue lo requerido en nuestro estudio
experimental. 15,16,22,23

Una vez establecida la dosis del PAH a administrar para visualizar el efecto deseado:
secrecion tubular y no flujo plasmatico, a través de estudios piloto realizados en el
laboratorio (datos no presentados), una metodologia analitica por CLAR fase reversa con
deteccidon UV fue propuesta y verificada su validez por medio de la validacidn.

En el cuadro 4 se presentan los tiempos de retencidon obtenidos para una muestra de
plasma con la inclusidon de lopamidol, otra muestra de plasma incluyendo el PAH y una
mas de plasma con el estandar interno (PABA), de acuerdo a éstos resultados se puede
inferir que existe una buena resolucidon entre los tres compuestos de interés, las seis
muestras de la matriz analizadas para la evaluacién del pardmetro de la selectividad,
Unicamente presentaron compuestos enddégenos antes de los 4.58 minutos de la corrida;
en tanto el tiempo de retencidén para el frente del solvente se presenta una respuesta
(pico) a los 3.58 minutos, por lo que se considera selectivo el método para la
cuantificacién simultanea de lopamidol y PAH.

Con el fin de evaluar la linealidad del sistema se inyectd al cromatdgrafo por triplicado
cada nivel de concentracion de la curva de calibracion preparada de acuerdo al cuadro 2,
observandose que la relacion concentracidn-respuesta es lineal teniendo wun
comportamiento del tipo y=mx-b lo cual se puede observar en las graficas 5 y 6 para
lopamidol y PAH respectivamente.

La linealidad del método se realizé empleando la matriz bioldgica, el promedio de las seis
determinaciones, demostré una respuesta lineal a lo largo del rango de concentraciones
para ambos compuestos de interés seglin se muestra en los graficos 7 y 8. El promedio del
coeficiente de determinacién (r?) obtenido para cada analito fue mayor a 0.98,
cumpliendo con el criterio de aceptacién de acuerdo a la NOM-177-SSA1-1998, con un CV
de variaciéon menor al 15% en las relaciones de alturas a excepcion del primer punto para
el lopamidol que su coeficiente de variacion fue del 19.6178 pero auln asi es aceptable éste
valor debido a que la NOM-177, para la concentracién mas baja acepta un coeficiente de
variaciéon menor al 20% para al primer punto, explicado por el hecho de que a menores
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concentraciones la precision y exactitud estan mas influenciadas por errores sistematicos.
Este tipo de errores pueden ser atribuidos a la preparacién de las soluciones empleadas y
a la exactitud en la medicién de la altura del pico cromatografico.

El grado de concordancia de los resultados experimentales obtenidos bajo las mismas
condiciones de analisis en tres concentraciones diferentes dentro del rango de
concentraciones propuestas de PAH 3.75, 22 y 90 pug/mL y de lopamidol 17, 50 y 100
ug/mL reflejan que el método es repetible, al obtenerse coeficientes de variacion menores
al 15% como se puede observar en los cuadros 9 y 10 para cada compuesto.

Asi mismo la precisidon evaluada en términos de reproducibilidad en el laboratorio expresa
que la variacion obtenida en tres diferentes dias no altera la determinacién de lopamidol y
PAH, al demostrar que en los tres niveles de concentracidon estudiados se obtuvieron
coeficientes de variacién por debajo del valor que estipula la norma (CV<15%). Lo que
representa que el método analitico es reproducible bajo las mismas condiciones de
analisis en dias diferentes. (Cuadros 11y 12)

Para ambas sustancias de interés el método cumple en términos de exactitud ya que para
cada nivel de concentracidn de los datos (cuadros 13 y 14) estan dentro del +15% del valor
nominal de concentracién, indicando que los resultados obtenidos estan proximos al valor
tedrico para el nivel de concentracion, por lo que el método para cuantificar lopamidol y
PAH es exacto y preciso bajo las condiciones de andlisis establecidas.

Para determinar la integridad de los analitos en la matriz biolégica desde que se toma la
muestra hasta su analisis, se prosiguid a evaluar la estabilidad de la misma a diferentes
periodos de tiempo y condiciones de almacenamiento. Las muestras adicionadas con tres
concentraciones conocidas de lopamidol y PAH consignadas como estabilidad muestra no
procesada se almacenaron a -20 °C por un lapso de tiempo de 7, 15, 30, 60 y 90 dias. En
los graficos 9, 10 y 11 el lopamidol se observa que es estable por un periodo de
almacenamiento de hasta 90 dias cumpliendo con la normativa de que cada nivel de
concentracion debe estar en el £15% del valor nominal y obteniéndose también un CV
menor al 15% para cada nivel de concentracidn, en las graficas 12, 13 y 14 para el PAH se
puede ver que es estable por el mismo periodo de almacenamiento, sin embargo, también
se puede observar que el porcentaje con respecto al valor nominal se ve afectado en las
concentraciones de 3.75 y 22 pg/mL lo que nos indica que a mas tiempo de
almacenamiento la exactitud en la determinacién es disminuida, como se puede observar
en las graficas 12 y 13 ya que la concentracidon experimental obtenida a los 90 dias estd
muy cerca del limite inferior de la concentracién nominal, aunque cumple con un CV
menor al 15% en cada determinacion, no obstante para la concentracién de 90 pg/mL se
observa que es estable (figura 14).

La estabilidad para muestra procesada (sometida a proceso de extraccion lista para ser
introducida al cromatégrafo) se decidié almacenar éstas a una temperatura de -5°C para
su posterior lectura a las 24, 48, 72 y 96 horas. En los graficos para lopamidol se puede
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observar que las muestras una vez procesadas son estables durante un periodo de 72
horas siempre y cuando se estén almacenadas a una temperatura de -5°C (figuras 15, 16 y
17), en el caso del PAH las concentraciones de 22 y 90 ug/mL son estables (figuras 19 y
20), pero a concentraciones bajas como la de 3.75 pg/mL (figura 18)se ve afectada la
exactitud a periodos prolongados, por lo tanto, como es una determinacién simultanea se
sugiere que las muestras procesadas se analicen a mas tardar en un periodo de 72 horas.

De acuerdo a la NOM-177-SSA1-1998 las concentraciones de 15 pg/mL y de 2.5 pg/mL
para lopamidol y PAH respectivamente tienen validez para ser establecidos como limite de
cuantificacién ya que los promedios de las determinaciones estdn dentro del +20% del
valor nominal y con un CV menor al 20%.

La eficiencia del método analitico para cuantificar todo el lopamidol y PAH presente en las
muestras bioldgicas fue evaluada como recuperacidon absoluta, calculada como el
porcentaje de la respuesta analitica en la matriz biolédgica comparada con los analitos
contenidos en solucion. En la cual se puede observar que hay un recobro mayor de 94%
para lopamidol y una recuperacidon mayor de 86.97% para PAH.

Otro parametro determinado en la validacién fue qué tan tolerante era el método
analitico a las modificaciones de longitud de onda y de velocidad de flujo, sin embargo, al
evaluar el cambio en la longitud de onda no se logré concluir el andlisis de éste pardmetro
ya que la sefial del lopamidol a la longitud de onda de 254nm?** se intensifica y la sefial del
PAH y del PABA (estandar interno) se ve disminuida dificultando el registro de las
muestras y por consiguiente su medicién, por lo que no se recomienda trabajar a ésta
longitud de onda y conservar la establecida. Con el fin de disminuir el tiempo en la corrida
analitica se decidid aumentar el flujo de trabajo de 0.3mL/min a 0.5mL/min en el cual el
tiempo total de corrida se disminuye de 15 a 7 minutos por muestra y se hizo una prueba
trabajando a un flujo de 0.4mL/min y el tiempo total de corrida fue de 10 minutos. En
cada una de las pruebas se logra una buena resolucidn de los compuestos de interés y no
se observa que haya interferencia en sus tiempos de retencién por lo que se dice que el
método tolera cambios en la velocidad del flujo en un rango de 0.3 a 0.5 mL/min.

La aplicabilidad del método se demostré al poder cuantificar lopamidol y PAH en muestras
plasmaticas obtenidas de un estudio piloto en ratas Sprague Dawley caracterizando de
éste modo el perfil farmacocinético de una administracidn intravenosa para ambos
analitos (figuras 23 y 24).

Con la validacion del método desarrollado se logrard reducir el tiempo invertido para la
evaluacion del funcionamiento renal en un modelo experimental de lesién medular, asi
como e numero de animales involucrados en la experimentacion y los reactivos necesarios
para el andlisis de modo que siempre se va a preferir un método que ayude a reducir
gastos y optimizar tiempos. La ventaja que representa el presente proyecto es que se
pueden cuantificar los dos compuestos de interés en una misma muestra, ademas de que
se pueden cuantificar cantidades mas pequefias que las reportadas en otros articulos®” **
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24,25,26,27, 28,29 3damas de que se propone el uso de un compuesto iodado (lopamidol)

disponible comercialmente en el pais y de costo menor a la inulina (marcador de filtracién
glomerular marcado para uso en clinica). Asimismo en el método propuesto y validado no
es necesario el empleo de soluciones amortiguadoras con sales de fosfato ya que el
empleo de éstos compuestos requiere de mayores precauciones de uso en el quipo, que
de no contemplarse pueden llegar a causar problemas con la columna analitica. El
procesamiento de las muestras es simple, sencillo y no es tedioso para la manipulacién
por parte del analista, no es necesario evaporar solventes y volver a reconstituir, sélo se
emplea una técnica de extraccion liquido-liquido un paso para centrifugar la muestra y se
inyecta el sobrenadante que se obtiene. El método se puede optimizar aumentando el
flujo de trabajo lo que permite optimar tiempos como ya se ha mencionado antes, esta es
otra ventaja que representa el método con respecto a otros métodos ya que su corrida es
de 15 minutos y de algunos métodos puede llegar hasta los 20 minutos por muestra®'.

VIII.  CONCLUSIONES

El problema planteado fue resuelto de forma satisfactoria ya que se logré implementar y
validar un método analitico sencillo y rapido por CLAR fase reversa para la cuantificacién
de lopamidol y PAH para ser empleado en estudios farmacocinéticos en modelo
experimental como marcadores de funcidn renal en micromuestras de plasma de rata.
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