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RESUMEN

1. RESUMEN.

Rifampicina y etambutol, son dos de los farmacos de primera linea utilizados en
la farmacoterapia de la tuberculosis, los cuales se administran de forma

concomitante con isoniazida y pirazinamida.

En el presente trabajo se desarrollé un método analitico para la cuantificacion
simultanea de rifampicina y etambutol, empleando cromatografia liquida de alta

resolucién acoplado a un detector de espectrometria de masas-masas.

El método se valido de acuerdo a los lineamientos de la “Norma Oficial
Mexicana NOM-177-SSA1-1998, asi como con los parametros establecidos
para LC-MS/MS en guias internacionales (FDA, ANVISA, EMA). La validacion
se realiz6 mediante la obtencidn de los analitos por precipitacion de proteinas
con una mezcla de solventes organicos, utilizando una columna Zorbax Eclipse
XDB-C18 4.6 x 150 mm 5 pm, en un rango de concentracion de 100-6000
ng/mL para rifampicina y 20-2250 ng/mL para etambutol.

Los parametros determinados fueron: selectividad, respuesta cruzada,
acarreamiento, linealidad, precision del método (repetibilidad vy
reproducibilidad), exactitud, recobro, efecto matriz, limite inferior de
cuantificacion (LIC), limite de deteccién (LD), tolerancia del método, integridad
de la dilucion y estabilidad de la muestra en diferentes condiciones de
almacenamiento tales como: temperatura ambiente, refrigeracion, ciclos de
congelacién-descongelacién a -70°C, largo plazo en congelacién a -70°C y

muestra procesada en automuestreador a 8 C.

El método analitico demostro ser confiable para la cuantificacion de rifampicina

y etambutol.
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2. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

La tuberculosis es una de las enfermedades reconocidas desde la antigtiedad,
la cual alcanz6 proporciones epidémicas en el mundo occidental durante los
siglos XVIII 'y XIX, ganandose el calificativo de “peste blanca”. Esta enfermedad
aun afecta grandes grupos de poblacion, en especial en areas marginadas y
grupos donde predomina la pobreza, la desnutricion y el hacinamiento, sin
embargo, todos los sectores de la sociedad se encuentran en riesgo. ®

Los conocimientos actuales sobre la causa, transmision y el tratamiento de la
enfermedad, permiten que la tuberculosis se encuentre bajo control en forma
paulatina en paises desarrollados, sin embargo, en paises en desarrollo los
niveles de mortalidad y morbilidad siguen siendo preocupantes a pesar de los

D@ como

extensos programas hacionales e internacionales de control. ¢
resultado, la tuberculosis fue declarada por la OMS como un problema de salud
publica a nivel mundial, y nuestro pais no esta exento de la enfermedad. ©® El
reto de erradicar la tuberculosis, se ve afectado por la asociaciéon de la
enfermedad con el VIH y a la aparicibn de cepas resistentes a los
medicamentos. Otros factores importantes en la erradicacion de la tuberculosis
son: los altos costos para llevar a cabo la prevencién y control de la
enfermedad que deben llevar las instituciones y el que las familias y personas

que la padecen puedan solventar el gasto del tratamiento. ®

La rifampicina y el etambutol son dos de los cuatro farmacos administrados
para el tratamiento primario de la tuberculosis. Existen diversas circunstancias
en las cuales se requiere monitorear las concentraciones de un farmaco o
sustancia después de su administracion, por ejemplo: cuando el paciente
requiera un monitoreo terapéutico individual (por presentar falla renal o
hepatica), cuando el farmaco presenta una ventana terapéutica estrecha, en la
obtencion del perfil farmacocinético de un farmaco y en la aplicacion de un
estudio de biodisponibilidad o de un estudio de bioequivalencia. Lo anterior
implica contar con una metodologia analitica confiable, que cumpla con tales

fines.
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Por lo que el objetivo del presente trabajo fue:

v Desarrollar y validar un método analitico por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion acoplada a un detector de espectrometria de masas-
masas para cuantificar simultdneamente rifampicina y etambutol en

plasma.
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3. GENERALIDADES.

3.1. Micobacterias.

El género Mycobacterium pertenece al grupo de bacilos grampositivos que
manifiestan la caracteristica principal denominada acidorresistencia. El
patbgeno de mayor importancia para el ser humano es Mycobacterium
tuberculosis. Una segunda micobacteria de importancia es Mycobacterium
leprae (causante de la lepra). Otro numero de especies menos patdgenas,
consideradas de manera colectiva como “micobacterias atipicas” o
“micobacterias no tuberculosas” pueden producir enfermedades en el ser
humano, por ejemplo Mycobacterium avium-intracellulare. Con frecuencia las
micobacterias son patdgenos oportunistas, infectando a pacientes con sistema
inmunitario suprimido, como por ejemplo, pacientes que sufren del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida o virus de inmunodeficiencia humana (SIDA/VIH).
En ocasiones producen enfermedad en pacientes con sistema inmunitario
normal. Existen mas de 125 especies de Mycobacterium, las cuales incluyen

muchas que son saprofitas. @
3.1.1. Clasificacion.

La clasificacion de micobacterias se basa en sus caracteristicas fenotipicas,
entre las cuales se destacan necesidades nutricionales y de temperatura, tasas
de crecimiento, pigmentacion en las colonias desarrolladas bajo luz o en
oscuridad, pruebas bioguimicas claves, abundancia celular de &cidos grasos
libres y limites de patogenicidad en animales de experimentacion. Actualmente
se emplean técnicas moleculares, por ejemplo: la identificacion de las
secuencias de rRNA y ADN. @

A continuacion se muestra una tabla con las principales caracteristicas de las

micobacterias de mayor importancia clinica. ¥
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Tabla 1. Micobacterias de mayor importancia clinica.?

Caracteristicas
S02e | ervoro | pare” | Entermecaa | et | rasace | Tempersra | praguccion e | roduecen
b causada b crecimiento® ptime pigmento® portante
hombre apersona crecimiento de niacina
M. . Hombre +++ Tuberculosis Si L 37°C - +
tuberculosis
M. bovis Animales +++ Tuberculosis Rara L 37°C - -
Del tipo de
M. kansasii Ambiental + la No L 37°C Fotocromogéno -
tuberculosis
M. . . .. o Escotocromo-
scrofulaceum Ambiental + Linfadenitis No L 37°C géno -
. . Del tipo de
_ M. avium- Ambiental, + la No L 37°C + i
intracellulare aves .
tuberculosis
M. fortuitum Ambiental + Atl)cfc(::ZIS 0 No R 37°C + -
Puede ser Ulceracién
M. ulcerans ambiental; + cutanea No L 30°C - -
tropical grave
M. leprae Hombre +++ Lepra Si NC NC NC NC

2 Existen numerosas micobacterias ambientales no patdgenas que pueden contaminar las muestras humanas.

® = Lento(desarrollo de colonias en 10 dias o mas); R= Rapido (desarrollo de colonias en 7 dias o mas); NC= no hay crecimiento.

° Pigmento amarillo anaranjado. Fotocromogéno: pigmento producido bajo luz. Escotocromogéno: pigmento producido en la oscuridad o bajo la luz.
4Se emplean también otras pruebas bioquimicas diferenciales, por ejemplo: reduccion de nitrato, produccion de catalasa, hidrélisis con Twen 80.
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3.2. Tuberculosis.

La tuberculosis (TB) es una infeccion sistémica que suele afectar a los
pulmones y es causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis), la bacteria fue aislada, descrita y responsabilizada de la
tuberculosis en 1882 por el famoso microbidlogo aleman Robert Koch. La
tuberculosis se manifiesta por pruebas de una reaccion inmunitaria en la
mayoria de los individuos expuestos, en algunas personas la enfermedad
progresa o se reactiva después de un periodo asintomatico el cual puede ser
de afios. La reactivacion mas frecuente es una neumonia cronica con fiebre,
tos, esputo sanguinolento y pérdida de peso. Puede ocurrir diseminacion hacia
otros sitios ademas del pulmén, y es devastadora cuando llega al sistema

nervioso central. @ ®

3.3. Mycobacterium tuberculosis.

3.3.1. Aspectos bacterioldgicos.

Los bacilos tuberculosos son finas estructuras rectas cilindricas que miden 0.4
x 3 um aproximadamente y son gram positivos. En medios artificiales se les
identifica por ser formas cocoides y filamentosas. Para la tincion e identificacion
de M.tuberculosis se emplea la técnica de Ziehl- Neelsen, debido a la
propiedad de acidorresistencia que las caracteriza. En extensiones de esputo o
cortes de tejido se demuestra la presencia de micobacterias por la
fluorescencia amarillo-naranja después de aplicar los colorantes fluorocromicos

(auramina, rodamina). @ @
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Figura 1. M. tuberculosis: muestra tefiida con la técnica de Ziehl Neelsen.

Se presenta una muestra de esputo tefiida con la técnica de Ziehl-Neelsen, donde la
micobacteria se observa de color rojo, destacando del fondo azul. @

Figura 2. M. tuberculosis: coloracién con el colorante fluorescente

auramina O.

Se utiliz6 el colorante fluorescente auramina O para tefiir una muestra de esputo, donde se
destacan dos micobacterias fluorescentes.
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3.3.2. Constituyentes del bacilo tuberculoso.

La envoltura de M. tuberculosis es una estructura compleja, la cual esta

constituida por capsula, pared celular y membrana plasmatica.

La capsula es la capa externa de la envoltura de las micobacterias y sirve de
proteccion contra multiples factores externos (por ejemplo, resistencia a la
mayor parte de desinfectantes, acidos e incluso a la desecacion). Esta tiene
una interaccion directa con los elementos de la respuesta inmune. Sus
principales componentes son el &cido micdlico y glicolipidos; los glicolipidos en
conjunto con algunas proteinas son responsables de las caracteristicas

antigénicas de la bacteria.

La pared celular de las micobacterias se localiza por debajo de la capsula
separada por un espacio periplasmico, posee un elevado contenido en lipidos
(entre 50-60%) que le confieren un caracter hidrofébico, haciéndola resistente a
la hidrolisis enzimética. Su principal constituyente es el complejo
macromolecular formado por acidos micélicos-arabinogalactano-
peptidoglucano (MAGP). Los &cidos micdlicos son acidos grasos complejos,
tienen de 70 a 80 carbonos y se les atribuye el caracter hidrofébico de la
envoltura, caracteristica que actla como una barrera efectiva frente a muchos

de los agentes antimicrobianos convencionales.

La membrana celular tiene las caracteristicas biologicas y bioquimicas de
cualguier membrana, sin embargo, en las micobacterias los derivados de los
fosfolipidos se caracterizan por estar altamente glicosilados, formando
moléculas como el lipoarabinomanano (LAM), que tienen un papel fundamental
en la patogénesis de la tuberculosis. ©
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Figura 3. Representacion esquematica de la pared celular de M.

tuberculosis.

La bacteria esta envuelta dentro de una bicapa lipidica tipica de membrana citoplasmatica que
permanece debajo del peptidoglicano rigido (PG). Cierto nimero de proteinas se encuentran
en asociacion con PG y entre la membrana, los PG y algunas de ellas pueden ser
inmunogénicas. ©

3.4. Patogenia.

La interaccion entre M. tuberculosis y las células del hospedero es compleja,
siendo determinada en parte por la virulencia de la cepa, pero también por la
resistencia especifica y no especifica del hospedero. La inmunidad mediada
por células tiene importancia particular en el desarrollo de los sintomas
presentados de la enfermedad. Se conocen dos tipos de infecciones

tuberculosas: primaria y postprimaria (o reinfeccion). ©

La infeccion primaria es causada por la inhalacién de pequefias gotitas de
liguido contaminadas con las bacterias viables y provenientes de un individuo
con una infeccion pulmonar activa. También se puede deber a la inhalacion de
particulas de polvo contaminadas por esputos de individuos tuberculosos. Una
vez inhalada, la bacteria se ubica principalmente en los alveolos de los
pulmones donde se multiplica. Una reaccion de hipersensibilizacion retardada
resulta de la formacion de agregados de macréfagos activados, llamados
tubérculos, los cuales son caracteristicos de la tuberculosis. Las micobacterias

son capaces de sobrevivir y multiplicarse en cierta medida en el interior de los
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macréfagos. Esta infeccibn primaria permanece localizada y sin
manifestaciones, pero hipersensibiliza al individuo frente a la bacteria 0 a sus
productos. La prueba diagnostica llamada test de la tuberculina, es usada
para medir dicha hipersensibilidad, un individuo que presenta reaccion a la
prueba de tuberculina se le considera tuberculina positivo; muchos adultos
resultan positivos a esta prueba como resultado de una infeccion previa no
manifestada, pero no significa que se encuentren enfermos, si no que el
individuo ha estado expuesto al microorganismo en el pasado y ha generado

una respuesta inmunitaria mediada por células. @ ©

La inmunidad generada es protectiva y dura de por vida para la mayoria de los
individuos. Ciertos pacientes tuberculina positivos desarrollan tuberculosis
postprimaria debido a una reinfeccién proveniente de fuentes exdgenas o por
reactivacion de bacterias que han permanecido quiescentes dentro de los
macrofagos pulmonares. Factores como envejecimiento, malnutricion, estrés,
agitacion y desordenes hormonales juegan un papel importante en la
predisposicion de los individuos a la reinfeccion, dichos factores disminuyen la
efectividad del sistema inmunitario que ocasionan la reactivacién de infecciones

latentes. ©

Las infecciones pulmonares secundarias a menudo se vuelven infecciones
cronicas que destruyen los tejidos pulmonares, seguidas de una cicatrizacion y
calcificacion parcial en los sitios de infeccion. Por lo tanto, la tuberculosis
postprimaria cronica frecuentemente resulta en un esparcimiento gradual de las

lesiones a lo largo de los pulmones. ®
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Figura 4. Fotografia de rayos X, de pulmones sanos y de un caso de
tuberculosis pulmonar.

@ Radiografia toracica normal. Las lineas blancas poco intensas son arterias y otros

vasos sanguineos. El corazén es visible como un bulto blanco en el cuadrante inferior
derecho. (b) Un caso avanzado de tuberculosis pulmonar, los parches blancos (flechas)
indican areas enfermas. Estos parches o tubérculos, pueden contener bacterias de M.
tuberculosis vivas. Los tejidos y la funcién pulmonar son permanentemente destruidos
por estas lesiones. ©

3.5. Diagnéstico.

3.5.1. Prueba de la tuberculina.

La prueba de la tuberculina mide la hipersensibilidad retardada causada por la
tubérculo-proteina presente en la bacteria causante de la tuberculosis. EI PPD
se estandariza contra un preparado internacional de referencia, y su actividad
se expresa en unidades de tuberculina (UT), en la mayor parte de las pruebas
cutaneas iniciales se emplean 5 UT (potencia intermedia).

La prueba consiste en una inyeccién intradérmica que se interpreta 48 a 72
horas después. La reaccién se caracteriza por la aparicion de un eritema vy el
endurecimiento en la zona, si el didmetro de este es de 10 mm o mas, se
concluye que es una reaccidon positiva, aunque las zonas mas pequefas de
endurecimiento y eritema indican un grado menor de sensibilizacion a las
proteinas micobacterianas. La falta de endurecimiento indica reaccion negativa.
La prueba PPD positiva indica que el individuo resultd infectado alguna vez por

M. tuberculosis. (- ©)
3.5.2. Diagndstico de laboratorio.

Si se encuentran en suficiente cantidad, las micobacterias de M. tuberculosis

(bacilos acidorresistentes) se pueden identificar al microscoscopio en frotis
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directo de muestras clinicas o en frotis concentrado proveniente de cultivo. Los
frotis se tifien por la técnica de Zhiel- Neelsen o con una de sus modificaciones,

que incluye el método de coloracién fluorescente. ¥

La confirmacion del diagnostico de tuberculosis se realiza mediante cultivo y
pruebas bioquimicas, siendo necesario el aislar al microorganismo para su
identificacion y para efectuar las pruebas de susceptibilidad a farmacos, sin
embargo, el proceso suele requerir varias semanas. Se pueden utilizar técnicas
cromatograficas en la identificacion de M. tuberculosis como: cromatografia en
capa fina, cromatografia de gas de alta resolucién y cromatografia liquida de
alta presion, identificando los &cidos grasos contenidos en las colonias de
micobacterias 0 mediante prueba de homologia entre sondas genéticas de
ADN micobacteriano y ARN ribosémico marcados extraidos de la cepa bajo
prueba. En la actualidad se dispone en el comercio de sondas especificas para

identificar a M.tuberculosis. ¥

Las pruebas de susceptibilidad son importantes, ya que tener una cepa
resistente implica mayor gravedad de la enfermedad, considerando cambios en
el tratamiento, tanto en el nimero y tipo de farmacos, como en el periodo de
administracion. Presentar una cepa resistente disminuye la garantia de
curacion y aumenta la posibilidad de efectos adversos y de secuelas. La OMS
denomino 2 tipos de resistencia: resistencia en casos nuevos y resistencia en
casos previamente tratados. La resistencia en casos nuevos seria debida a
mutaciones espontaneas en el mismo paciente o al contagio a partir de cepas
resistentes, la resistencia en casos previamente tratados es debida a
deficiencias en el control de la enfermedad en un &area determinada, como por

ejemplo el abandono del tratamiento. ) ("

Para los casos recién diagnosticados, las pruebas de susceptibilidad se
realizan con los farmacos de primera linea. Cuando se observan en los frotis
directos numeros suficientes de bacilos acidorresistentes, se puede sembrar de
manera directa en un medio conteniendo los antimicrobianos para las pruebas
de susceptibilidad, con lo que se ahorra tiempo; si los nGmeros son escasos, se
debe esperar al aislamiento primario para la realizacion de las pruebas. Si se

encuentra resistencia a los farmacos de primera linea, se debe determinar la
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sensibilidad a los farmacos de segunda linea. Los farmacos que se estudian en

la mayoria de los casos son etionamida, kanamicina, cicloserina, capreomicina.
@)

3.6. Tratamiento.

El tratamiento de infecciones por micobacterias se ha vuelto un problema cada
vez mas importante y dificil, esto debido a la aparicibn de microorganismos
resistentes a mdultiples farmacos y por la pandemia del SIDA, que se ha
acompafnado de un incremento extraordinario en la frecuencia de tuberculosis y
otras infecciones causadas por el complejo Mycobacterium avium vy

Mycobacterium leprae. ®

Los medicamentos para tratar la tuberculosis se dividen en dos grandes
categorias. Los compuestos de “primera eleccidén o linea”, que combinan el
maximo nivel de eficacia con un grado aceptable de toxicidad; donde se
incluyen isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida, siendo la mayor
parte de los pacientes con tuberculosis tratados con ellos. En zonas donde ha
surgido resistencia primaria a isoniazida, esta se sigue incluyendo dentro del
tratamiento hasta que se obtienen los estudios de sensibilidad (antibiogramas).
Sin embargo, por la aparicién de resistencia microbiana o por factores propios
del paciente como infeccion por VIH o SIDA, a veces se necesita recurrir a
farmacos de “segunda eleccién o linea”, iniciando la terapéutica con cinco o
seis productos como ofloxacina, ciprofloxacina, etionamida, &cido

aminosalicilico, cicloserina, amikacina, kanamicina y capreomicina. ®: ©

3.7. Epidemiologia de la tuberculosis.

La tuberculosis fue la enfermedad infecciosa mas relevante, debido a la tasa de
mortalidad tan alta que presento en los siglos XVIIl y XIX, actualmente la tasa
de mortalidad es menor, sin embargo, sigue siendo un problema de salud

publica.
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3.7.1. Latuberculosis en el mundo.

A nivel mundial se estima que una tercera parte de la poblacion del mundo esta
infectada por M. tuberculosis y aproximadamente 30 millones de personas

experimentan la enfermedad activa. !

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) declaré la tuberculosis como una
emergencia mundial de salud publica en 1993 y hasta hoy en dia es
considerada una epidemia. A continuacidbn se presentan las estadisticas
presentadas para casos de incidencia, prevalencia, mortalidad y casos de

resistencia, que la OMS presenté en su Ultimo informe del 2012. ©
a) Incidencia.

En 2012 se estimaron casi 8.6 millones de casos nuevos de tuberculosis (rango
de 8.3 a 9.0 millones), equivalente a 122 casos por cada 100 000 habitantes. El
mayor nimero de casos estimados en 2012 ocurrié en Asia (58%) y Africa
(27%), en menor proporcién ocurrio en la Region oriental del Mediterraneo
(8%), la Region Europea (4%) y la Region de América (3%). De los 8.6 millones
de casos, un estimado de 0.5 millones fueron nifios y 2.9 millones (en un rango

de 2.7-3.1 millones) fueron mujeres.

Los cinco paises con el mayor nimero de casos en 2012 fueron India (2.0-2.4
millones), China (0.9-1.1 millones), Sudafrica (0.4-0.6 millones), Indonesia 0.4-
0.5 millones) y Pakistan (0.3-0.5 millones). Siendo que India y China por si

solos presentan el 26% y 12 % de los casos globales respectivamente.

De los 8.6 millones de casos nuevos en 2012, entre 1.0-1.2 millones (12-14%)
fueron personas coinfectadas con VIH o SIDA, presentandose en la region
africana la mayor proporcion de casos de TB/VIH (aproximadamente un 37%).

Globalmente, el radio de incidencia fue relativamente estable desde 1990 a
2001, y después comenzo a caer. Entre 2011 y 2012 la tasa de disminucion fue
del 2%, y si esta tendencia se mantiene, el objetivo que la OMS fijo al afio 2015

se alcanzara. ®
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Figura 5. Estimado de nuevos casos de tuberculosis en 2012.®
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Figura 6. Estimados de nuevos casos por regiones de la OMS, 1990-2012.

En cada regién se muestra el estimado de nuevos casos de TB (verde) y el estimado de

nuevos casos de TB-VIH positivo (rojo). ©
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Figura 7. Estimado absoluto de casos de tuberculosis en millones, 1990-
2012.®

b) Prevalencia.

La prevalencia de la tuberculosis, puede ser medida directamente en encuestas
basadas en la poblacion de un pais. Se calcula un estimado de 12 millones de
casos prevalentes (rango de 11 a 13 millones) de tuberculosis en 2012,
equivalente a 169 casos por cada 100 000 habitantes. La tasa de prevalencia
se ha reducido en un 37% a nivel mundial desde 1990. Las tasas de
prevalencia estan disminuyendo en las 6 regiones de la OMS. En la Regién de
las Américas el nivel de prevalencia de tuberculosis disminuy6 a la mitad en el
afio 2004, esto con respecto a la presentada en el afio 1990, mucho antes del
afno 2015, y la Region del Pacifico Occidental se encuentra cerca de hacerlo.
Lograr el objetivo de reduccion del 50% en 2015 parece factible en las regiones
de Asia Sudoriental y Europa, pero no en las Regiones de Africa y del

Mediterraneo Oriental. ©
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Figura 8. Estimados de la prevalencia de TB 1990-2012 y aproximacion de
la prevalencia de TB para 2013-2015, para las regiones de la OMS.

En cada regidon se muestra la prevalencia de TB de 1990-2012 (azul). La linea horizontal
punteada representa la reduccion al 50% de la prevalencia de casos de TB prevista para 2015
en comparacion a 1990. ®

c) Mortalidad.

El estimado que realizé la OMS, de niumero de muertes por tuberculosis en
2012 fue de 940 000 muertes de personas no coinfectadas con VIH y 320 000
muertes por TB/VIH. Considerando los datos anteriores, se tiene un estimado
aproximado de muertes por tuberculosis de 1.3 millones de personas en 2012,

de las cuales 410 000 son mujeres y 74 000 son de nifios ©
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Figura 9. Estimados de la mortalidad por TB de 1990-2012 y aproximacion
de la mortalidad por TB de 2013-2015, para las regiones de la OMS.

En cada regién se muestra la mortalidad estimada por TB de 1990-2012 (naranja). La linea
horizontal punteada, representa la reduccion de mortalidad por TB a un 50% prevista para el
2015 en comparacion a 1990. ©
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Figura 10. Estimado absoluto de muertes (millones) por TB de 1990-2012.
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d) Tuberculosis resistente a multiples farmacos.

La OMS defini6 como cepas de M. tuberculosis resistentes, a aquellas
resistentes a isoniazida y a rifampicina, a cualquier fluoroquinolona y cuando
menos a tres medicamentos inyectables de segunda linea. En los ultimos
reportes de la OMS (2012), se estimaron 450 000 casos de tuberculosis
resistente a multiples farmacos (TB-MDR), en un rango de 300 000- 600 000
entre los 12 millones de casos prevalentes a nivel mundial, lo cual representa

aproximadamente el 3.6% de casos nuevos. ©
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Figura 11. Progreso global en la obtencion de datos sobre resistencia a
farmacos, 1994-2013. ®

3.7.2. Latuberculosis en México.

De acuerdo a los reportes generados por la OMS, en México, en el afio 2012,
se diagnosticaron alrededor de 19 697 de casos nuevos de tuberculosis, y casi
2 mil defunciones. En las Tabla 2,Tabla 3 y Figura 12, Figura 13 y Figura 14 se
muestran las estimaciones y estadisticas correspondientes a la incidencia,

prevalencia y mortalidad en México.
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Tabla 2. Estimaciones de la carga de tuberculosis en México 2012.

Estimaciones de la cargade TB Numero Tasa por 100 000
2012 (miles) habitantes
Mortalidad (no incluye TB/VIH) 2.2(2.1-2.3) 1.8 (1.7-1.9)
Mortalidad (VIH/TB Unicamente) 0.31 (0.25-0.39) 0.26 (0.21-0.32)
Prevalencia (incluye TB/VIH) 40 (19-69) 33 (16-57)
Incidencia (incluye TB/VIH) 27 (23-32) 23 (19-26)
Incidencia (TB/VIH Unicamente) 1.6 (1.4-1.8) 1.3(1.1-1.5)
Deteccion de casos, todas las formas (%) 75 (64-87) -

Tabla 3. Notificaciones de casos de TB en México 2012.

Notificaciones de casos de TB 2012

Casos de
0, 0

CESES UE0E (%) retratamiento (%)
Baciloscopia positiva 13 038 66 [Recaidas 773 47
Baciloscopia negativa 757 4 ]‘cl'ratamlento tras 116

racaso
Baciloscopia desconocida/ 1924 10 Tratamiento tras 272 16
no efectuada abandono
Extrapulmonares 3 839 19 |Otros 490 30
Otros 139 <1
Total casos nuevos 19 697 _ | Total . 1651

retratamientos

Otros ( antecedentes desconocidos) 0

Tota! casos nuevos y 20 470 Totg[ casos 21 348
recaidas notificados
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Figura 12. Estimados de la mortalidad por TB en México, 1990-2012. ‘%
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Figura 13. Estimados de la prevalencia de TB en México, 1990-2012. 1
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Figura 14. Estimados de laincidencia de TB en México, 1990-2012. 9

De la misma manera que en otros paises, el VIH/SIDA, la diabetes, la
desnutricion y las adicciones agravan el panorama epidemiologico de la
tuberculosis en México. Sin embargo se observa un mayor impacto en los
pacientes con VIH, a continuacion se muestran las estadisticas

correspondientes. @ (19
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Tabla 4. Estadistica en México de pacientes con TB/VIH 2012.

TB/VIH 2012 Numero | (%)
Pacientes de TB con estatus de VIH conocido 15005 | 70
Pacientes TB/VIH 1233 | 8
Pacientes TB/VIH en tratamiento preventivo con co-trimoxazol| 863 70
Pacientes TB/VIH que reciben TARV 298 24

(Namero de pacientes)

2000
1500 \
1000
E‘:]_"r‘ /\
I:r -_-_'_'H.ﬂ"_'——-—__‘

2003 2004 2005 2008 2007 2008 2008 2010 2011

Pacientes TBMNIH
en TPC en TARV

Figura 15. Estadistica gréafica de pacientes en México con TB/VIH, 2003-
2012. 19

En México la tuberculosis resistente a mudltiples farmacos representa una
minima proporcion del total de pacientes, siendo en el 2012 del 2.4% del total
de casos nuevos presentados en el mismo afio, no deja de ser un problema de
salud permanente, ya que se deben tener en cuenta los multiples factores que
la condicionan y al problema terapéutico que representa. En las siguientes

tablas se muestran las estadisticas correspondientes a TB-MDR en México.
(10)

Tabla 5. Estimaciones de la carga de TB-MDR en México 2012.

Estimaciones de la carga de TB-MDR N R :
2012+ uevos etratamiento

% de los casos de TB con TB-MDR 2.4 (2.1-2.8) 6.3 (5.1-7.8)

Casos de TB-MDR entre los casos

notificados de TB pulmonar 380 (330-440) | 100 (84-130)
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Tabla 6. Casos notificados de TB-MDR en México 2012.

Casos notificados de TB- :
MDR 2012 Nuevos |Retratamiento| Total
K:AaDsF(;s con pruebas para TB- 13 (<1%) 148 (9%) 161
CaS(_)s de TB-MDR _ 5 136 114
confirmados por laboratorio
Pacientes que iniciaron i i 115
tratamiento para TB-MDR

El tratamiento de un paciente de tuberculosis debe ser supervisado para
garantizar la curacion y prevenir la resistencia a los farmacos antituberculosos.
En la Tabla 7 se muestra la tasa de éxito en el tratamiento de tuberculosis en
México en 2011, asi mismo en la fFigura 16 se muestra la estadistica de tasa

de éxito en el tratamiento de tuberculosis en los dltimos afios en el pais. " 19

Tabla 7. Tasa de éxito de tratamiento de TB en México 2011.

Tasa de éxito de tratamiento 2011 (%)
Casos nuevos baciloscopia positiva y/o 86
cultivo positivo
Casos nuevos baciloscopia 72

negativa/extrapulmonar
Retratamiento 61

Se utiliza rifampicina para pacientes nuevos .
' Si
durante todo el tratamiento

Tasa de éxito de tratamiento (%)

a0 w

1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009

Casos nuevos baciloscopia positiva y/o cultivo
positivo Casos nuevos baciloscopia
negativa/extrapulmonar Retratamiento

Figura 16. Tasa de éxito en el tratamiento de TB en México, 1995-2011. 19
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En México, se cuenta con los recursos para la deteccidon, prevencion y
tratamiento oportuno en las areas de mayor riesgo. En la Tabla 8, Tabla 9 y
Figura 17 se presentan los datos correspondientes a los recursos existentes en

el pais, para cumplir con los puntos anteriormente mencionados. " 9

Tabla 8. Laboratorios existentes para el diagndstico de TB en México

2012.
Laboratorios 2012
Baciloscopia (por 100 000 habitantes) 1.0
Cultivo (por 5 millones de habitantes) 2.7

Pruebas de sensibilidad a farmacos (por 5
millones de habitantes)

¢ Estan disponibles las pruebas de Si, dentroy
sensibilidad a farmacos de segunda linea? fuera del pais

0.6

Tabla 9. Financiaciéon del control de la TB en México.

Financiacion del control de la
. 2013
tuberculosis
Presupuesto total (Millones de ddlares 20
americanos)
% Financiamiento interno 100%
% Financiamiento externo 0%
% Déficit 0%
F'resupuesto total {l"»-"lillDI"lE!S de dolares americanosj
_— s
ST a1 | 12
Financiamiento interno Financiamienio

externc - Deficit

Figura 17. Representacién grafica del financiamiento para el control de la
TB en México (2006-2013). 1
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3.8. Medidas de prevencidn.

México forma parte de los paises que conforman la Region de las Américas, la

cual es una de las regiones perteneciente a la OMS y participa directamente en

el programa: Alto a la Tuberculosis, el cual estd dirigido a disminuir la

frecuencia de la tuberculosis mediante medidas de orden publico y privado en

los &mbitos nacional y local. Por ejemplo:

a)

b)

f)

Impulsar la ampliacion y el mejoramiento de la estrategia DOTS de gran

calidad, que incluye cinco puntos, a saber:
Lograr el apoyo politico, con una financiacion suficiente y perdurable.

Efectuar la deteccion y el diagnéstico tempranos con ayuda de medios

bacteriol6gicos con garantia de calidad.

Proporcionar tratamiento estandarizado con supervision y apoyo del

paciente.

Mantener un suministro constante de medicamentos y gestionarlos

correctamente.
Segquir de cerca y evaluar el desemperio y los efectos logrados.

Ocuparse de la infeccién mixta por el VIH y el bacilo de la tuberculosis, y

atender las necesidades de los grupos pobres y vulnerables.

Contribuir a fortalecer los sistemas de salud que se basan en la atencion
primaria de salud.

Involucrar a todos los prestadores de servicios asistenciales.

Procurar que los enfermos tuberculosos y las comunidades adquieran de

decision mediante las alianzas.

Propiciar y promover las investigaciones.

En México, el Programa Nacional de Salud (PNS). se basa en el principio de

que la salud es condicion indispensable para alcanzar la auténtica igualdad de
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oportunidades. Asimismo, se constituye como la guia para construir un sistema
de salud que propicie la proteccién financiera, el bienestar social, la estabilidad
politica y la seguridad integral de la poblacion. En el marco del PNS, la
tuberculosis se considera un problema de salud publica del pais, que requiere

atencion prioritaria.

El 26 de enero de 1995 se publico en el Diario Oficial de la Federacion, la
NOM-006-SSA2-1993 para la prevencion y control de la tuberculosis en la
atencion primaria a la salud. En el mismo afio se llevo a cabo la evaluacion
anual conjunta del Programa de Prevencion y Control de la Tuberculosis con
participacion del Gobierno de México y de la OPS/OMS. Como resultado, se
recomendé la instrumentacibn de la Estrategia de Tratamiento Acortado
Estrictamente Supervisado (TAES) para mejorar las tasas de curacion, reducir

la morbilidad, la mortalidad y la transmision de la enfermedad.

La estrategia TAES requiere de la participacion de las distintas instituciones del
sector salud y de la sociedad, de garantizar todos los insumos necesarios para
el diagnostico, tratamiento, de la existencia de laboratorios para la realizacion

de dichas actividades y de un sistema de informacién. 2

En la NOM-006-SSA2-1993 para la prevencién y control de la tuberculosis, el
principal punto a considerar como medida de prevencién es la “promocion de la

salud”, la cual se realiza bajo los siguientes criterios:
a) Educacién para la salud.
b) Participacion social.
c) Comunicacion educativa.

La vacunacion de la poblacion mexicana, es otra medida de prevencion, siendo
llevada a cabo bajo los lineamientos de la NOM-036-SSA2-2002, Prevencion y
control de enfermedades. Aplicacion de vacunas, toxoides, sueros, antitoxinas

e inmunoglobulinas en el humano. ©
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3.9. Etambutol.
3.9.1. Propiedades fisicoquimicas.

Estructura quimica:

OH

ZT

OH

Figura 18. Estructura quimica de Etambutol.

Nombre IUPAC:
(2S)-2-[(2-{[(2S)-1-hidroxibutan-2-illamino}etil)amino]butan-1-ol

Numero CAS: 74-55-5

Formula condensada: C10H24N>0>

Peso Molecular: 204.31 g/mol

pka: 15.42

Solubilidad: soluble en cloroformo, cloruro de metileno, menos soluble en

benceno y escasamente soluble en agua.

Punto de fusion: 87.5- 88.8°C.

Forma y color: Polvo cristalino de color blanco.

Maximo UV: 265 nm.

Estabilidad y manejo: Estable a la luz y calor, pero es higroscépico cuando

es expuesto a humedades relativas altas. ¥ 4

3.9.2. Propiedades farmacoldgicas.

Agente antituberculoso, que inhibe la transferencia del 4cido micdlico dentro de

la pared celular del bacilo tuberculoso, puede también inhibir la sintesis de
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espermidina en la micobacteria, ver Figura 20. Su accién es bactericida, puede
penetrar la membrana celular humana, ejerciendo un efecto letal. Los acidos
micolicos son constituyentes esenciales y especificos para las micobacterias,
de ahi que etambutol carezca de efectos sobre otros microorganismos. Solo es
activo sobre células en fase reproductiva y no en formas latentes. Se utiliza en
combinacion con isoniazida, pirazinamida, rifampicina y/o estreptomicina en el
tratamiento de la tuberculosis cuando se sospecha cierto grado de resistencia a

isoniazida.

3.9.3. Farmacocinética.

v" Absorcién.- La biodisponibilidad oral es del 75- 80 %, alcanzando los niveles
plasméticos maximos (2.4+1.1 pg/mL para una dosis de 800 mg) al cabo de
3.5 horas. La absorcidbn no se ve afectada por la ingesta conjunta de

alimentos.

v' Distribuciéon.- Es ampliamente distribuido por el organismo, especialmente
en pulmones, saliva y rifiones, siendo concentrado en los eritrocitos.
Difunde a través de la placenta y es excretado con la leche materna en
cantidades apreciables, pero difunde muy poco al liquido cefalorraquideo en
ausencia de inflamacidn meningea. Se une en un 10% a las proteinas

plasmaticas. El volumen de distribucién es de unos 20 L.

v' Metabolismo.- Es parcialmente metabolizado en el higado, originando hasta

un 15% de metabolitos inactivos.

v Eliminacion.- A las 24 horas de la administracion el 50% se excreta con la
orina en forma inalterada y el 8-15% metabolizado. Del 20 al 25% se
excreta con las heces. Su tiempo de vida media de eliminacién es de 3.5
horas (hasta 17 horas en pacientes con insuficiencia renal grave), puede ser

eliminado por dialisis peritoneal, y en menor cantidad por hemodialisis.
3.9.4. Indicaciones terapéuticas.

Tratamiento de la tuberculosis asociado a otros antituberculosos, en todas sus

localizaciones, pulmonar o extrapulmonar.
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3.9.5. Contraindicaciones.
Hipersensibilidad al etambutol, retinopatia diabética y neuritis Optica.
3.9.6. Precauciones generales.

En pacientes con insuficiencia renal se puede producir acumulacién, por lo que

la dosis de etambutol se debe ajustar de acuerdo al aclaramiento de creatinina.

En alteraciones oculares como cataratas, retinopatia diabética o neuropatia

Optica, el etambutol puede dar lugar a alteraciones visuales.

En pacientes con gota, hiperuricemia, pueden aumentar las concentraciones de
acido urico, pudiendo precipitar un atague de artritis gotosa, si esta apareciera,

el tratamiento deberd interrumpirse.
3.9.7. Restricciones de uso durante el embarazo y la lactancia.

No se han registrado efectos adversos en el feto con etambutol. La asociacion
etambutol - isoniazida se considera de eleccion en el tratamiento de la

tuberculosis en mujeres embarazadas.

La Academia Americana de pediatria considera el uso de etambutol compatible

con la lactancia, aunque se recomienda tener precaucion.
3.9.8. Reacciones adversas.

El paciente puede experimentar confusion, desorientacion, alucinaciones,
vértigo, malestar y alteraciones visuales (visién borrosa, ceguera de color rojo-
verde, pérdida de vision) que puedan afectar la capacidad del paciente para
conducir o utilizar maquinaria, esto debido a la neuritis Optica relacionada con

la dosis y duracién del tratamiento. (19 (16)
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3.10. Rifampicina.

3.10.1. Propiedades fisicoquimicas.

v’ Estructura quimica:

) [ e (T

Figura 19. Estructura quimica de rifampicina.

v Nombre IUPAC: (7S,11S,12R,13S,14R,15R,16R,17S,18S)-2,15,17,27,29-

pentahidroxi-11-metoxi-3,7,12,14,16,18,22-heptametil-26-[(E)-N-(4-
metilpiperazin-1-il)carboximidoil]-6,23-dioxo-8,30-dioxa-24-
azatetraciclo[23.3.1.1"N4,7}.07{5,28}]triaconta-1,3,5(28),9,19,21,25(29),26-
octaen-13-il acetato

Numero CAS: 13292-46-1

Formula condensada: C43H58N4012
Peso molecular: 822.9402

pka: 8.25
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< S X

Solubilidad: Ligeramente soluble en agua (pH 2 es de100 mg/mL, pH 5.3 es
de 4 mg/mL, pH 7.5 es de 2.8 mg/mL) y etanol.

Log P: 2.7

Punto de fusion: 183°C

Forma y color: Polvo de color rojo.

Estabilidad y manejo: Rifampicina es sensible a la luz y a la humedad, la

temperatura de almacenaje recomendado es de -20°C. ¥ @7

3.10.2. Propiedades farmacologicas.

Es un antibidtico semisintético producido por Streptomyces mediterranei. Este

tiene un amplio espectro antibacterial, incluyendo actividad agonista en varias

especies de Mycobacterium, en organismos susceptibles inhibe la actividad de

la RNA polimerasa dependiente del ADN por formacion de un complejo estable

con la enzima, lo cual suprime la sintesis de RNA, ver Figura 20. La rifampicina

tiene actividad bactericida, es activa contra microorganismos extracelulares de

crecimiento rapido, pero también tiene actividad bactericida intracelularmente y

contra M. tuberculosis de crecimiento lento e intermitente.

3.10.3. Propiedades farmacocinéticas.

Absorcion.- La rifampicina es facilmente absorbida desde el tracto
gastrointestinal. Los niveles plasmaticos maximos en adultos normales y
nifos varian ampliamente de un individuo a otro. La concentracion
plasmatica de 10 pg/mL se presentan alrededor de 2 a 4 horas después de
la administracion de una dosis de 10 mg/kg de peso, con el estbmago
vacio. La absorcion de rifampicina se reduce cuando se ingiere con

alimentos.

Distribucion.- La rifampicina es ampliamente distribuido en el cuerpo, esta
presente en concentraciones efectivas en varios o6rganos Yy liquidos
corporales, incluyendo el liquido cefalorraquideo. Alrededor del 80% se une
a proteinas, y la mayor parte de la fraccion no unida no esté ionizada y, por

lo tanto, se difunde libremente en los tejidos.
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v" Metabolismo.- Después de la absorcién, rifampicina se elimina rapidamente
por la bilis y se genera una circulacion entero hepatica. Durante este
proceso rifampicina sufre desacetilacion progresiva de manera que casi
todo el farmaco se metaboliza a esta forma en la bilis, en aproximadamente

6 horas. Este metabolito mantiene actividad antibacteriana.

v" Eliminacién.- La reabsorcién intestinal se reduce por la desacetilacién y asi
se facilita la eliminacion. Hasta 30% de una dosis se excreta en la orina,
con alrededor de la mitad de esta fraccion como medicamento inalterado.

El tiempo de vida media es de aproximadamente de 4 a 6 horas.
3.10.4. Indicaciones terapéuticas.

La rifampicina esta indicada en el tratamiento de todas las formas de
tuberculosis, incluyendo casos recientes, avanzados, cronicos, y resistentes,
este debe asociarse por lo menos con otro farmaco antituberculoso. También
esta indicado en el tratamiento de la lepra multibacilar y paucibacilar, siendo
gue también se debe asociar con otro farmaco antileproso. Puede emplearse
en infecciones estafilocécicas graves, en el tratamiento de la brucelosis y otras
infecciones causadas por microorganismos sensibles a rifampicina, siendo que
siempre se debera administrar en conjunto con otro agente antibacteriano hacia
el cual el microorganismo sea sensible, esto para evitar la aparicion de

microorganismos resistentes a rifampicina.
3.10.5. Contraindicaciones.

Esta contraindicada en pacientes con historia de hipersensibilidad a alguna de

las rifampicinas, en la administracion concomitante con saquinavir/ritonavir.
3.10.6. Precauciones generales.

Pacientes con insuficiencia hepatica deben recibir rifampicina solo si es

necesario.

Los adultos con tuberculosis tratados con rifampicina deben realizarse
examenes basales de enzimas hepaticas, bilirrubina, creatinina sérica,

biometria hematica completa y cuenta plaquetaria.
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La rifampicina puede producir una coloracion rojiza en la orina, sudor, esputo y

lagrimas.
3.10.7. Restricciones de uso durante el embarazo y la lactancia.

La rifampicina atraviesa la barrera placentaria y aparece en la sangre del
cordon umbilical. No se conoce el efecto sobre el feto. Puede causar
hemorragias posnatales en el recién nacido y/o en la madre, por lo que se debe
administrar, sélo si, los beneficios de la paciente superan los posibles riesgos
para el feto. Se excreta en la leche materna, por lo tanto se debe considerar la

recomendacién anterior.
3.10.8. Reacciones adversas.

Se ha reportado colitis pseudomembranosa, reacciones gastrointestinales
(nauseas, vomito, malestar abdominal y diarrea). Se puede presentar
trombocitopenia con o0 sin purpura. Se han reportado casos de psicosis.
Pueden ocurrir reacciones cutaneas leves, que incluyen rubor y prurito con o

sin eritema. *®
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e Sintesis de la

Rifampicina (1966)
Inhibe la sintes
de RNA

-

Enrrollamiento, transcripcion
y translacion de DNA
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T pa LY
{f Pared celular

Sintesis de ATP

Figura 20. Sitio de accién de los farmacos utilizados en el tratamiento de la tuberculosis. %
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3.11. Cromatografia.

La cromatografia es un método de separacion, donde los compuestos a
separar se distribuyen entre dos fases: la fase estacionaria y la fase movil,
siendo que también permite la identificacion y determinacion de los compuestos
presentes en una mezcla compleja. La fase estacionaria es una capa de
particulas soélidas que se encuentran fijas en un lugar o soporte, como una
columna o en una superficie plana. La fase movil es aquella que se encuentra
en movimiento sobre o a través la fase estacionaria, esta puede ser un gas, un

liquido o un fluido supercritico. ?%: @Y
3.11.1. Clasificacién de los métodos cromatograficos.
Existen 2 tipos de métodos que se consideran:

v Cromatografia en columna, donde la fase estacionaria esta contenida en

un tubo estrecho y la fase moévil pasa ya sea por presion o gravedad.

v' Cromatografia plana, donde la fase estacionaria esta sobre una placa
plana o en los poros de un papel, la fase mévil se desplaza sobre ella

por capilaridad o por gravedad.

En la Tabla 10 se presenta la clasificacion de métodos cromatogréficos, en la
cual se considera la naturaleza de la fase movil, la naturaleza de la fase
estacionaria y el tipo de equilibrio entre las fases. Se puede observar también

que el método mas utilizado es una cromatografia en columna. % 2
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Tabla 10. Clasificacion de métodos cromatograficos.

Clasificacion - Fase : L
Fase movil . : Mecanismo Técnica
general estacionaria
Gas Solido Adsorcion Columna
Liquido
Cromatografia adsorbido o
de gases Gas unido a una Particion Columna
superficie
sdlida
Columna,
Liquido Solido Adsorcion capa
delgada
Solido (resina Intercambio
Liquido de intercambio S Columna
. iénico
i0nico)
Liquido Solido Exclusion Columna
Liquido
Cromatografia adsorbido o Columna,
liquida Liquido unido a una Particion capa
superficie delgada
solida
Liquido con
grupo
Liquido es_pecmco Afinidad Columna
unido a una
superficie
sélida.
Cromatografia Fdeg Sdlido Adsorcion Columna
: supercritico
de fluidos Fluido
supercriticos g Liquido Particion Columna
supercritico

3.11.2. Cromatografia liqguida de alta resolucién acoplado a un

detector de espectrometria MS-MS.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion es un tipo de cromatografia en
la cual la fase movil es un liquido y la fase estacionaria presenta tamafios de
particula de 3-10 um, donde para lograr una velocidad de flujo satisfactoria, el
liguido debe someterse a presiones altas. Es una de las herramientas
analiticas mas importantes, teniendo un amplio campo de aplicacibn como
medicina forense, el area bioquimica, ciencias ambientales, ciencias de

alimentacion, quimica farmacéutica y toxicologia. Mediante esta se puede
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separar y determinar especies en varios materiales, ya sea organico,

inorganico o bioldgico.

Con el desarrollo de este tipo de cromatografia, se requirid de instrumentos
capaces de soportar altas presiones, asi como de detectores para el monitoreo
de los efluentes de la columna. El equipo de CLAR se encuentra conformado
por: recipientes de fase movil y/o un sistema de tratamiento de disolventes, un
sistema de bombeo (capaz de generar presiones de hasta 6000 psi), un
sistema de inyeccién, un termostato para columna (puede o no ser necesario) y

un sistema de deteccion.

Los sistemas de deteccion mas usados son de fluorescencia, UV-Vis, arreglo
de diodos, indice de refraccion, electroquimico y espectrometria de masas,

siendo este ultimo el de mayor interés.

En los ultimos afios, se ha considerado ideal la combinacién de cromatografia

liquida con espectrometria de masas.

La espectrometria de masas se refiere al conjunto de técnicas utilizadas para la
medicion de la masa de iones (relacion masa/carga) y su abundancia en la fase
gaseosa. Permite obtener informacion de la masa molecular, estructural, asi

como un analisis cuantitativo preciso. Los pasos que incluye la medicién son:

a) Generacion de moléculas en fase gaseosa.
b) lonizacion.
c) Separacion segin su masa.

d) Deteccién del pico del ion.

Considerando los puntos anteriores, tenemos que los componentes basicos del
sistema de deteccion de espectrometria de masas consta de: una fuente de

ionizacion (para a y b), el analizador (c) y el transductor/detector (d).
v Fuente de ionizacion.

En la combinacion de CLAR con espectrometria de masas, conocida también
como LC-MS, el requisito que debe cumplir la muestra para su andlisis, es que
debe de estar en estado gaseoso, sin embargo, la salida de la columna es un

liquido donde el soluto esta disuelto en un disolvente, por lo que el primer paso
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para el andlisis requiere de una evaporacion del disolvente. Las fuentes de
ionizacidbn cumplen con este objetivo, siendo que también garantizan la
estabilidad del ion producido. Actualmente las fuentes de ionizacion para LC-
MS son:

lonizacién por electrospray (ESI). Trabaja a presion atmosférica, el proceso
de nebulizacion, se da cuando la muestra procedente de la columna entra al
capilar junto con una corriente de gas de nitrdgeno coaxial, el campo eléctrico
creado a la salida del nebulizador combinado con la corriente de gas dan lugar
a la formacién de un fino aerosol, el cual contiene pequefias gotas cargadas
eléctricamente, a los que se les llama droplets. Los droplets formados son
atraidos hacia un electrodo, donde antes de llegar a este, sufren un proceso de
evaporacion del disolvente, que trae como consecuencia una disminucién del
tamafo de la gota aproximadamente hasta 1 um de didmetro, provocando que
los iones que se encuentran en la superficie de la misma se vean forzados a
aproximarse entre si. Cuando la repulsion entre iones se hace mayor a la
fuerza cohesiva debida a la tensién superficial, la gotita formada se rompe,
proyectando gotas aun mas pequefias de aproximadamente 10 nm, estas
continban perdiendo disolvente, hasta dejar los iones en fase gaseosa (ver
figura 21).

Liquido ionizado (+)

|
Gas nebulizador |

Capilar

Formacion de iones
en fase gaseosa

Liquido Conode Nebulizacién 3 Entrada hacia
proveniente el el analizador
del sistema K *"* de masas

LC v

Capilar del ;
nebubzador \
Gas de

\_secado
/ Proceso de evapoacion \{\7:

/ Limite de Rayleigh \\
Droplet - ++ +
@ o0l

+ + +
t * 3 + ta

@ o

+
+

Explosion de Coulumb

Figura 21. Fuente de ionizacién por electrospray (ESI). ¢
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lonizacién quimica a presiéon atmosférica (APCI). La muestra procedente de
la columna entra al capilar de nebulizacion para la formacion del aerosol, el
cual se da por una combinacion de calor con una corriente coaxial de
nitrogeno, en las gotas formadas se da la evaporaciéon de las moléculas de
disolvente y del analito. La obtencion de iones se da por la aplicacién de una
descarga visible y de alto voltaje proveniente de una corona, donde las
moléculas de disolvente son ionizadas y mediante una secuencia de
reacciones se crean los iones del analito, para posteriormente introducirse al

analizador (ver figura 22).

Gas Cortina

L

1. lonizacion de

las moléculas Analizador

Gas nebulizador de disolvente (x) de masas
- v ) -]
e - ~ @ (W () =
FE] — e o =
¢ — —Y T — R0 () =
Le—s= — A0 T a® S Ty
= X} o f\x } N 6 S, e p MH e
= ( K‘j (%) 4 \a——
Sa St —
(~120°C) 2. Reaccién con
las moléculas del
analito; formacion ' 3. Rompimiento
{:X: Moléculas de solvente de clusters

Corona de descarga T de los clusters

|F\.
\\I_AJ- Muestra Gas Cortina

Figura 22. Fuente de ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI). @¥

Fotoionizacion a presiéon atmosférica (APPI). Esta una técnica relativamente
nueva, la nebulizacion se da de manera similar que en APCI, sin embargo la
formacién de iones se da por una descarga de fotones generada por una
lampara UV de kriptén, en un estrecho rango de energia de ionizacion. La
transferencia de carga puede provenir de compuestos no polares (un agente
dopante) o desde el solvente para la formacion del ion del analito, el cual una

vez ionizado pasa al analizador (figura 23).
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Inyeccion desde LC

Gas nebulizador _ Nebulizador

N2 — : j

_~ Calentadores

Lampara
UV dp Gas de
Kriptén secado
\ ;
.\ /

- Cap}lar

Figura 23. Fuente de fotoionizacién a presién atmosférica (APPI). @®

v" Analizadores

El analizador de un espectrémetro de masas, tiene como objetivo limitar los
iones que llegan al detector y lo hace mediante el poder de resolucion (mayor
selectividad) del mismo. El disefio de los analizadores incluye una o6ptica de
iones, la cual permite la focalizacién solamente de los iones de interés, con lo
que se logra incrementar el poder de resolucion y la sensibilidad. Existen
diferentes tipos de analizadores de masas: de sector magnético, de doble
sector magnético, filtro cuadrupolo, de trampa de iones, de tiempo de vuelo y
de transformada de Fourier (ciclotrén i6nico). A continuacién se describe el
analizador de filtro de masas de cuadrupolo, siendo este, componente del

equipo con el cual se trabaj6 en el proyecto.
Filtro de masas cuadrupolo

Consta de cuatro barras metalicas esmeriladas, que estan alineadas
paralelamente entre si, dos verticales y dos horizontales, la separacién de la
masa (relacion m/z) se realiza mediante la aplicacion de un campo eléctrico
variable con el tiempo, provocando una diferencia de potencial en las barras,
de esta manera, cuando un haz de iones atraviesa desde la fuente las barras,

estos se mueven a lo largo de la misma realizando oscilaciones completas.
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Cada relacion masa-carga presenta una combinacion de voltajes Unica, por lo
que tan solo un intervalo estrecho de m/z puede pasar al mismo tiempo a

través del cuadrupolo (figura 24).

lones con
trayectorias

inestables Detector
de iones

Fuente
de iones

— = ‘_’—’
"= ]
— —~Z\ * " //:,—-/% lones con
S “ / | \J

trayectorias

- ~
N et ~ estables
\\
~N
Bl ' I
L._\ Voltajes continuos
U_-,H y alternos

Figura 24. Diagrama de la estructura de un filtro de masas cuadrupolo. ®®

Comunmente la combinacion de CLAR con un espectrometro de masas con
cuadrupolo se le denomina LC-MS. Hoy en dia se encuentran equipos
disponibles, que tienen acoplados uno o mas cuadrupolos, a lo que se le

conoce como espectrometria de masas en tandem o LC-MS-MS.

Los espectrometros de masas en tandem generalmente cuentan con 3
cuadrupolos, siendo el cuadrupolo 1 (Q1), la celda de colision (g2) y el
cuadrupolo 3 (Q3), también se le conoce como triple cuadrupolo o QQQ. El
modo de operacion de este tipo de sistema, consiste en que en el primer
cuadrupolo (Q1) se selecciona una masa determinada con lo que ocurre la
filtracion del ion de interés (ion precursor), este pasa a la camara de colision
(g2) donde por medio de un gas inerte se fragmenta y los iones producidos en
esta pasan al tercer cuadrupolo (Q3) para ser analizados (ion producto). El
sistema de triple cuadrupolo puede trabajar en otros modos, en la Tabla 11 se

muestran los modos de operacion:
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Tabla 11. Modos de operaciéon de un triple cuadrupolo.

Modo de operacion Q1 g2 Q3
No se lleva a
Full Scan Barrido cabo la Barrido

fragmentacion

Se realiza el
Product lon Scan filtro del ion Fragmentacion Barrido
precursor
Precursor lon Scan Barrido Fragmentacion Se r?a"za el filtro
del ion producto
Neutral Loss Scan Barrido Fragmentacion Barrido
MRM (Multi Reaction | ¢ realiza el | se realiza el filtro
. filtro del ion Fragmentacion .
Monitoring) del ion producto
precursor

v" Transductor/detector.

Una vez realizada la separacion de los iones en el analizador, estos llegan al
transductor donde la corriente de iones se amplifica mediante un multiplicador

de electrones, dando como resultado una sefial de salida. ¢® ¢V
3.12. Validacién de métodos analiticos.

Se entiende por validacion, a contar con evidencia experimental documentada
de que un procedimiento cumple con el proposito para el cual fue disefiado. Asi
mismo, la validacién de un método analitico tiene como objetivo principal, el
garantizar la confiabilidad del mismo en la cuantificacion de un farmaco en una

matriz bioldgica (por ejemplo: plasma, sangre, orina, saliva).

Los criterios y requisitos para la validacion de métodos en México, se
establecen en la Norma Oficial Mexicana: NOM-177 SSA-1-2013 “que
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establece las pruebas y procedimientos para demostrar que un medicamento
es intercambiable y un medicamento biotecnolégico es biocomparable;
requisitos a que deben sujetarse los terceros autorizados, centros de
investigacion o instituciones hospitalarias que realicen las pruebas”. Para los
fines del presente trabajo, se considerd la Norma Oficial Mexicana vigente en el
tiempo en el que se realizé el proyecto, la cual es la NOM-177 SSA-1-1998
‘que establece las pruebas y procedimientos para demostrar que un
medicamento es intercambiable; requisitos a que deben sujetarse los terceros

autorizados que realicen las pruebas.”

La validacion del método se realiza una vez determinadas las condiciones

analiticas, evaluando como minimo los parametros siguientes:

Exactitud: Concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor

de referencia.

Estabilidad de la muestra: Propiedad del compuesto por analizar, de
conservar sus caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta su

analisis.

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

del compuesto en la muestra.

Limite inferior de cuantificacion: Concentracion mas baja del compuesto que
puede cuantificarse cumpliendo con la precision y exactitud establecidas en el

método.

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

condiciones de operacién establecidas.

Precision: Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea del producto, se evalia como repetibilidad vy

reproducibilidad.
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Repetibilidad: Precisibn de un método analitico que expresa la variacion
dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes

realizadas en las mismas condiciones.

Reproducibilidad: Precisibn de un método analitico que expresa la variacion
obtenida entre determinaciones independientes realizadas en el mismo
laboratorio, pero en diferentes condiciones de andlisis, tales como dias, equipo,

columnas o analistas.

Recuperacion absoluta: Eficiencia de un método analitico para cuantificar el o

los compuestos por analizar en la muestra biolégica.

Selectividad: Capacidad de un método analitico para cuantificar exacta y
especificamente el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos

gue pudieran estar presentes en la muestra.

Tolerancia: Capacidad del método analitico para obtener resultados precisos y
exactos ante variaciones pequefias pero deliberadas, en sus parametros y
condiciones de trabajo y que proporciona una indicacién de su confiabilidad

durante el uso normal. ?”

Debido al desarrollo de nuevas tecnologias como: cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas, las Guias internacionales como FDA
(Food and Drug administration), EMA (European Medicines Agency), ANVISA
(Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria), se establecen parametros
adicionales para garantizar la confiabilidad del método. %8 (2% (0. G1

Los parametros a evaluar son:

Efecto matriz: Es el incremento o supresién en la ionizacién de los analitos por
la presencia de los componentes en la matriz bioldgica. Se define como la
relacion de la respuesta del analito en presencia de iones de la matriz entre la

respuesta del analito en ausencia de iones de la matriz.

Acarreo: Efecto causado por residuos del analito de una muestra anterior a
otra, reflejando un incremento en la respuesta de esta Ultima. Este efecto

puede afectar considerablemente a la precision y exactitud del método.
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Respuesta cruzada (Cross talk): Efecto causado por la eliminacién lenta de
los iones desde la celda de colisidn, lo cual puede afectar la respuesta/sefial de

la siguiente transicién e impactar en la cuantificacion del analito de interés.
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A continuacién (Tabla 12) se muestra un comparativo de la NOM-177-SSA-1-1998 con respecto a otras guias internacionales:

Tabla 12. Comparacién de NOM-177-SSA-1998, FDA, EMA y ANVISA.

FDA MAYO 2001

EMA/CHMP/EWP/192217/2
009

Brasil

PARAMETRO NOM-177-SSA1-1998* Bioanalytical Method S : , Resolucdo-RDC No 27, de
Validation Guideline on bioanalytical | 12/05/5515 poy 22/05/2012
method validation
-Analizar muestras | -Si se cuantifica mas de un -Evaluacién de un minimo de 4
blanco de la matriz | analito, en cada analito se muestras de plasma lipémico y
biol6gica proveniente de | debe evaluar la selectividad, plasma hemolizado.
por lo menos seis | para demostrar la ausencia -Si las primeras 6 fuentes no
voluntarios. de interferencias. cumplen, se pueden evaluar
o -Evaluar interferencias | -Para métodos por LC-MS- No hav dif . otras 6 fuentes, si estds no
Selectividad (p. €. metabolitos, | MS, el efecto matriz debe 0 nay diierencias cumplen, se debera modificar el
- significativas. . .

productos de | ser evaluado, midiendo la método, para eliminar las
degradacion del | precisién, selectividad vy interferencias.
compuesto de interés y | sensibilidad.
cualquier otro farmaco
administrado de manera
concomitante).
-Establecer el intervalo | -Evaluacion de una curva de | -Curva de calibracion por | -Evaluacion de al menos 3
en funcibn de las | calibraciébn por cada analito | cada analito incluido en el | curvas de calibracion, cada una
concentraciones en la muestra. método de validacién y por | debe incluir:
esperadas del | -Curva de calibracion | cada corrida analitica. a) Muestra blanco
compuesto por analizar. | conformada por: -Curva de calibracion | b) Muestra cero

Linealidad Se puede caracterizar | a) Muestra blanco (muestra | conformada por: c) 6 muestras a diferentes
por uno 0 mas intervalos | procesada sin E.l.). a) Un minimo de 6 | concentraciones del analito.

constituidos al menos
por 5 concentraciones

b) Muestra cero (muestra
procesada con E.l.).

concentraciones.
b) Muestra blanco (muestra

-Para modelos no lineales se
debe incluir como minimo 8
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distintas cada uno sin|c) 6 a 8 muestras que | procesada sin analito y sin | muestras a diferentes
incluir las  muestras | cubran el rango esperado, | E.L). concentraciones, para la curva
blanco, siempre y | incluyendo el limite de |c) Muestra cero (muestra | de calibracion.
cuando contengan | cuantificacion. procesada con E.l.).
puntos intermedios en Cada estandar de
comun e incluyan el calibracion se puede
limite de cuantificacion y analizar en replica.
concentracion  maxima -Al menos 3 curvas deben
del rango. ser consideradas.
-Definir un modelo que
describa la relacion
matematica entre
concentracion y
respuesta. Esta relacion
debe ser continua vy
reproducible a lo largo
del rango.

Limite de -Arjallza_r POl _Se realiza conforme a lo | --Se realiza conforme a lo | --Se realiza conforme a lo
quintuplicado 2 establecido en precision establecido en precision establecido en precision

cuantificacion concentracion mas baja staviec €n precision y | estabec €n precision y | estabec en precision y
) exactitud. exactitud. exactitud.

del rango de trabajo.
-Determinar la

Limite de concentracion a la cual

d . la sefial del compuesto No aplica No aplica. No aplica.

eteccién

por analizar en la matriz
bioldgica puede
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distinguirse se los
niveles de ruido o de una
muestra libre del
compuesto de interés.
-Evaluar como sigue: -Analizar un minimo de 5 | -Evaluacibn de precision | -Evaluacion de precisibn como
determinaciones por | como sigue: sigue:
A) Repetibilidad: analizar | concentraciéon, minimo 3
en mismo dia por | concentraciones dentro del | A) Intra-corrida: analizar un | A) Intra-corrida: analizar un
quintuplicado, un minimo | rango: baja, media y alta. | minimo de 5 muestras por | minimo de 5 muestras de por lo
de 3 concentraciones | Aplica para una intra-corrida | concentracion a los niveles | menos 5  concentraciones:
conocidas: baja, media y | y para una inter- corrida. de limite de cuantificacién, | limite de cuantificacion, bajo,
alta del 0 los bajo, medio y alto, en una | medio, alto y control diluido, en
compuestos por analizar misma corrida. una misma corrida.
en la matriz biologica.
Precisién B) Inter-corrida: analizar un | B) Inter-corrida: analizar un

B) Reproducibilidad
intralaboratorio: analizar
por duplicado durante 3
dias, un minimo de 3
concentraciones
conocidas: baja, media y
alta del o] los
compuestos por analizar
en la matriz biologica.

Las concentraciones

minimo de 5 muestras por
concentracién a los niveles
de limite de cuantificacion,
bajo, medio y alto, en 3
diferentes corridas en al
menos 2 dias diferentes.

minimo de 5 muestras de por lo
menos 5 concentraciones:
limite de cuantificacién, bajo,
medio, alto y control diluido, en
un minimo de 3 corridas
diferentes en dias distintos.
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deben ser diferentes a
las de la curva de
calibracién, pero deben
incluirse en el rango.

Exactitud

-Se toman las
determinaciones en cada
nivel de concentracién
de los datos de
repetibilidad y
reproducibilidad.

-Evaluacion con un minimo
de 5 determinaciones por
concentracion (minimo 3).

-Evaluacion de la exactitud
como sigue:

A) Intra-corrida: analizar un
minimo de 5 muestras por
concentracién a los niveles
de limite de cuantificacion,
bajo, medio y alto, en una
misma corrida.

B) Inter-corrida: analizar un
minimo de 5 muestras por
concentracién a los niveles
de limite de cuantificacion,
bajo, medio y alto, en 3
diferentes corridas en al
menos 2 dias.

-Evaluacion de exactitud como
sigue:
Analizar un
muestras de por lo menos 5
concentraciones:
cuantificacion, bajo, medio, alto
y control diluido, en una misma
corrida (intra-corrida) y en un
minimo de 3 corridas diferentes
en dias distintos.

minimo de 5

limite de
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Recobro

-Analizar al menos por
triplicado un minimo de 3
concentraciones
conocidas: baja, media y
alta del o] los
compuestos a analizar
en la matriz bioldgica,
dentro del rango.
Comparar estos
resultados con las
respuestas de
soluciones del mismo
compuesto en las
mismas concentraciones
y en los mismos
disolventes.

No hay diferencias
significativas.

No aplica.

No aplica.

Integridad de la

dilucion.

Las concentraciones por
encima del rango
pueden diluirse con el
mismo tipo de matriz
bioldgica.

-Las muestras
presenten una
concentracién por encima
del limite superior de
cuantificacion, se pueden
someter a una dilucion,
adicionando la misma matriz
libre del farmaco. La dilucion
de la muestra debe cumplir
con precisién y exactitud,

que

-La integridad de la dilucion
no debe afectar la exactitud
y precision. Debe ser
demostrada a una
concentraciéon del analito
cerca del limite superior de
cuantificacién diluida con la
matriz sin analito, un minimo
de 5 determinaciones por
factor de diluciébn debe ser

No aplica.
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considerandola como | evaluado. La integridad de la
muestra control. dilucion debe cubrir la
dilucion aplicada a las
muestras de estudio.
-Evaluacién con | -Evaluacion con al menos 3 | -Evaluacion de muestras a | -Evaluacion con al menos 3
muestras al menos por | muestras a concentracién | concentracion baja y alta. muestras a concentracion baja
duplicado, a 3 niveles de | baja y alta. y alta.
concentracion dentro del A) Condiciones de | A) Condiciones de
rango, considerando al | A) Condiciones de | almacenamiento (estabilidad | almacenamiento (estabilidad a
menos: almacenamiento (estabilidad | a periodos largos): Si el | periodos largos): no hay
a periodos largos): no hay | estudio es multi-analito, la | diferencias.
A) Condiciones de | diferencias. estabilidad debe evaluarse
almacenamiento: evaluar en la matriz conteniendo | B) Ciclos de congelacion-
estabilidad bajo las | B) Ciclos de congelacion- | todos los analitos. descongelacion: numero de
Estabilidad condiciones en las que | descongelacion: evaluacion ciclos igual o mayor al que se

se mantendran las
muestras, por un periodo
por lo menos equivalente
al que transcurre desde
la obtencion de la

muestra hasta su
analisis.

B) Ciclos de
congelaciéon-

descongelacion:

de 3 ciclos, entre cada ciclo
debe haber un periodo de 12
a 24 horas.

C) Temperatura ambiente:
evaluacion donde las
muestras deben permanecer
de 4 a 24 horas en esta
condicién, para su posterior
analisis.

B) Ciclos de congelacion-
descongelacion: numero de
ciclos igual o mayor al que
se aplicaran en el estudio,
con un periodo minimo de
12 horas entre cada uno.

C) Temperatura ambiente.

D) Estabilidad de soluciones
estandar de los analitos vy el

aplicaran en el estudio, con un
periodo minimo de 12 horas
entre cada uno.

C) Temperatura ambiente:
evaluacion por un tiempo
mayor al que se someteran las
muestras durante el estudio.

D) Estabilidad de soluciones
estandar: evaluacion de un
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evaluacién de estabilidad
al congelar y
descongelar las
muestras y al menos 2
ciclos.

C) Otros: evaluacion de
otros factores a los
cuales pueden ser
sometidas las muestras
hasta su analisis.

D) Estabilidad de soluciones
estandar: aplica para
soluciones de analitos y del
E.l.,, evaluando temperatura
ambiente (por lo menos 6
horas), refrigeracion
congelacion en el periodo

requerido.

E) Estabilidad de muestra
procesada: consiste en el
tiempo en el cual la muestra
pasa en el automuestreador.

E.l.

E) Estabilidad de muestra
procesada: evaluacion
ambiente,
condiciones usadas durante

temperatura

el estudio o
automuestreador.

minimo de 3 muestras de la
solucion primaria de mayor
concentracion y de la solucion
de trabajo de menor
concentracion (realizar la
dilucion adecuada), en las
condiciones a las que se
someten durante su uso Yy
almacenamiento.

E) Estabiidad de muestra
procesada: evaluacion en un
intervalo que comprenda el
término de procesamiento de
muestras y el final de la corrida
analitca mas larga. Si se
realiza algun almacenamiento
en el automuestreador, debe
ser evaluado.

Tolerancia

Evaluacion del método
analitico a pequefias,
pero deliberadas
modificaciones (p. ej. pH,
disolventes, fase movil,
longitud de onda,
temperatura, tiempo de

No aplica.

No aplica.

No aplica.
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incubacién), al analizar

muestras adicionadas de

concentracion conocida

en la matriz biolégica.
-En el caso de | -El efecto matriz debe ser | -Evaluacion, realizando el
procedimientos basados en | investigado cuando se utiliza | andlisis de muestras
LC-MS-MS, se deben tomar | espectrometria de masas, | procesadas de la matriz

No aplica.

las acciones apropiadas
para medir el efecto matriz a
lo largo de la aplicacion del
método.

usando un minimo de 6 lotes
independientes de la matriz,
proveniente de donadores.
El pool de la matriz no debe
ser usado.

Para cada analito y el E.I., el
factor matriz debe ser
calculado para cada lote de
la matriz, mediante el
calculo de la relacion de
area del pico en presencia
de la matriz (blanco de
matriz con adiciébn del
analito después de Ila
extraccion) con respecto a la
relacion de area del pico en
ausencia de la matriz
(analito en solucién). El
factor matriz  normalizado

biolégica con wuna posterior
adicion del analito y el E.I. y de

muestras en solucién a
mismas concentraciones d
control bajo y control alto.

-Si la matriz

las

el

bioldgica es

plasma, analizar 8 muestras de

fuentes distintas, siendo 4
normales, 2 lipémicas y 2
hemolizadas.

-Para cada muestra debe ser
obtenido el factor matriz
normalizado (respuesta del
analito o] E.l en la

matriz/respuesta del analito
E.l. en solucion).

o
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para el E.l. debe ser
calculado por division del
factor matriz del analito por
el factor matriz del E.I.

La determinacion  debe
realizarse con el nivel bajo y
alto.

Acarreo.

No aplica.

-Durante la validaciéon, el
acarreo debe ser evaluado
por la inyeccibn de una
muestra blanco después de

una muestra de
concentracion alta o del
limite superior de

cuantificacion.

-Evaluacién con un minimo de
3 inyecciones de la misma
muestra blanco, siendo que
antes de cada inyeccién, se
realizara la inyeccibn de un
limite superior de
cuantificacion.

*Se consideraron los lineamientos de esta Norma Oficial Mexicana, ya que era la norma vigente al momento de realizar el proyecto.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

-Desarrollo y validacién del método analitico por CLAR acoplado a un detector

de espectrometria de MS-MS para cuantificar los farmacos en plasma.

4.1. Material, equipos e instrumentos

4.1.1. Material.

AN N NN Y U N U N N U N U N N N RN

Matraces volumétricos calibrados a&mbar: 5y 10 mL.

Matraces volumétricos calibrados: 10, 50, 100 y 1000 mL.

Probeta graduada de 500 mL.

Puntas de volumen variable para pipeta repetidora (Combitip®).
Viales ambar para automuestreador.

Pipetas Pasteur y bulbos.

Vasos de precipitados de vidrio: 250 y 1000 mL.

Vasos de precipitados de polipropileno: 50, 100 y 1000 mL.
Frascos de vidrio con tapa de rosca de: 100, 500, 1000 y 2000 mL.
Guantes de nitrilo.

Microtubos ambar de 2 mL.

Microtubos de 2 mL.

Insertos de propileno.

Membranas de filtracion de Nylon de 0.45 micras y 47 mm de diametro.
Gradillas para microtubos.

Probeta graduada de 1 L.

Naves de pesada.

Espatula de cromo- niquel.

Barra magnética de agitacion.

4.1.2. Equipos e instrumentos.

v

Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Resolucion, que consta de:
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DESCRIPCION MARCA MODELO # SERIE
Detector Masas/Masas AB SCIEX API1 5000 AG23921001
Fuente ESI AB SCIEX API1 5000 23655100122
Sistema de control de
temperatura para SHIMADZU CTO-20AC L20214550279
columna
Desgasificador SHIMADZU DGU-20A3 SS1-3-1439
Médulo de comunicacién | SHIMADZU | CBM-20A "2028‘;722408
Bomba A SHIMADZU LC-20AD "2018‘1‘35?439
Bomba B SHIMADZU LC-20AD L'201Sg7: 3546
Automuestreador del SHIMADZU SIL-20ACHT L203&EJ4S7 ‘?5729

NN N N N N N RN

AN N NN

Balanza analitica marca Ohaus modelo EP214C.

Balanza granataria marca Ohaus modelo Adventurer PRO.

Agitador vortex marca Scientific Industries, modelo G560.

Agitador vértex de gran capacidad, marca Glas-Col.

Agitador vértex multi-tubo, marca VWR, Modelo 945063.

Ultracongelador marca REVCO modelo ULT2186-5-A40.

Sistema de purificacion de agua marca ELGA, modelo Purelab.

Pipeta repetidora electrénica marca Eppendorf, modelo Multipette Plus.
Micropipeta volumen variable de 100-1000 pL marca Hirschmann
Laborgerate, modelo Labopette.

Micropipeta volumen fijo de 200 pL marca Hirschmann Laborgerate,
modelo Labopette.

Micropipeta volumen variable de 10-100 pL marca Hirschmann
Labopette, modelo Labopette.

Refrigerador Torrey R-16.

Centrifuga Hettich Rotanta 460R.

Centrifuga Eppendorf 5424.

Centrifuga Centra CL5.

Centrifuga Hettich Rotanta 460.
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D N N NN

Parrilla con agitacion magnética.
Bafo ultrasonico Marca Bransonic, modelo 3510R-MT.
Potenciometro Oakton Serie pH 510.

Potenciometro Oakton Serie pH 1100.

4.1.3. Reactivos y sustancias de referencia.

v

NN

Agua grado cromatografico (CLAR) obtenida del sistema de purificacion
de agua marca ELGA, modelo Purelab.

Acetonitrilo (ACN), J.T. Baker, grado cromatografico (CLAR).

Metanol (MeOH), J. T. Baker, grado cromatografico (CLAR).

Acido foérmico, Merck, 98-100%, grado reactivo.

Acetato de amonio, J. T. Baker, grado reactivo

Acido ascorbico, J.T. Baker, granulado fino

4.1.4. Sustancias de Referencia.

v

Rifampicina (RIF). Sustancia de Referencia Secundaria, Silanes, lote
1011004035, potencia 95.9%.

Clorhidrato de Etambutol (ETA). Sustancia de Referencia Secundaria,
Silanes, lote 1010003934, potencia 100.19%.

Clorhidrato de Memantina E.Il. (MEM). Sustancia de Referencia
Secundaria, Torrent, lote MMT/1008008(M), potencia 99.5%.
Pirazinamida (PIR). Sustancia de Referencia Secundaria, Silanes, lote
1104004613, potencia 99.7%.

Isoniazida (1SO). Sustancia de Referencia Secundaria, Silanes, lote
1011004138, potencia 99.1 %.

4.1.5. Matriz biolégica.

El fluido biologico para el desarrollo y validacion del método analitico utilizado

en la preparacién de muestras plasmaticas (dobles blancos, blancos, curvas de

calibracion y puntos control) fue plasma humano fresco con heparina como
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anticoagulante, proveniente de voluntarios sanos de Biological Special
Corporation el cual contd la documentacion que ampard su bioseguridad. El

plasma fue almacenado en congelacion a -20°C.

4.2. Desarrollo del método analitico.

Para el desarrollo del método analitico, se requiere tener informacion acerca de
las propiedades fisicoquimicas de los analitos en estudio, para determinar las
condiciones del detector, las condiciones cromatograficas y el método de
extraccion en plasma, los cuales se tienen que establecer para la cuantificacién

de los mismos.
4.2.1. Condiciones del detector y eleccion del estandar Interno

Las condiciones Optimas de deteccidén de rifampicina, etambutol y el posible
estandar interno (memantina, glimepirida), se determinaron mediante un ajuste
de los parametros de deteccion dependientes del analito y de los parametros
dependientes del flujo. Para tales fines, se prepararon las soluciones estandar
de las sustancias de referencia en estudio a concentraciones de 1 pg/mL y 100
ng/mL, con las cuales se realiz6 el scan correspondiente para buscar la
relacion masa/carga (m/z), en donde una vez ajustadas las condiciones del
detector se obtuvo la estabilidad de la sefial, el mejor nivel de respuesta y la

selectividad/especificidad para cada uno de los analitos.
4.2.2. Condiciones cromatograficas.

Después de haber encontrado las mejores condiciones de deteccidon para los
analitos, se procedié a buscar las condiciones cromatograficas para obtener la

adecuada separacion e identificacion de los analitos.
Los parametros cromatograficos evaluados fueron:
4.2.2.1. Fase movil.

Para la eleccién de la fase mévil, es importante considerar los componentes y
la proporcion de estos, asi como el pH, ya que estan relacionadas con las

propiedades fisicoquimicas de la molécula (ej. pka, polaridad, solubilidad).
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Las fases estudiadas a diferentes proporciones fueron:
- Acido férmico 0.1% en H,O: &cido férmico 0.1% en MeOH,

- Acetato de amonio 10 mM con acido férmico 0.1% en H,O: con &acido
formico 0.1% en ACN,

- Acetato de amonio 10 mM con acido formico 0.1% en H,O: ACN,

- Acetato de amonio 10 mM con acido férmico 0.1% en H,O: (ACN: MeOH
75:25 vIv).

4.2.2.2. Fase estacionaria
Se probaron las siguientes columnas cromatogréaficas:
- Zorbax SB- C18, 2.1 x 100 mm, 3.5um.
- Zorbax Eclipse XDB- C18, 2.1 x 100 mm, 3.5um.
- Polaris C18A, 4 x 150mm, 5um.
- Polaris C18A, 2.0 x 50mm, 5um.
- Zorbax Eclipse XDB-CN, 4.6 x 150mm, 5um.
- Zorbax Eclipse XDB- C18, 4.6 x 150 mm, 5pum.

- Zorbax Eclipse Phenyl-Hexyl, 3 x 150 mm, 3.5um.

4.2.2.3. Volumen de inyeccion, velocidad de flujo y temperatura de

la columna

Se evaluaron volimenes de inyeccion de 1, 2, 4 y 5 uL. Velocidades de flujo de
0.15, 0.3, 0.5, 0.6 y 1.0 mL/min. Temperaturas del horno de la columna de 25
35y 45°C.

Asi los pardmetros considerados en la eleccién de las mejores condiciones

cromatograficas fueron:
- Resolucién entre picos.
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- Ancho del pico.

- Simetria de los picos

- Sensibilidad.

- Seguimiento de la presion.

- Eficiencia de la columna en la separacién de los compuestos.

- Tiempo de retencion de los compuestos (tiempo de corrida breve).

4.2.3. Método de extraccion

En un método de extraccibn se busca que el recobro sea bueno,
preferentemente mayor al 50%, ademas de obtener la muestra libre o con la

menor cantidad de impurezas de la matriz bioldgica.

Antes de iniciar con el método de extraccion, se realizd una revision
bibliografica, donde se reporta que rifampicina es un compuesto fotosensible,
por lo que las condiciones en las cuales se manejo la sustancia de referencia,
soluciones de trabajo y muestras plasmaticas fueron en presencia de luz
amarilla. También se encontraron reportes en los cuales se determind la
degradacion de rifampicina en muestras de plasma y donde la adicién de acido
ascoérbico prevenia la degradacion de la misma. La concentracion de acido
ascorbico recomendada es de aproximadamente el 0.5% p/v. por lo que se
llevdo a cabo la evaluaciébn a una concentracion del 0.5 y 1.0% p/v en las

muestras plasmaticas conteniendo rifampicina.

a) Método de extraccién por precipitacion de proteinas.
Se propuso una técnica de precipitacion de proteinas con un disolvente
organico. En el siguiente diagrama (Figura 25) se muestran los pasos y

las variantes implicadas en el proceso.
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D Variables sujetas a
experimentacion.

a) Volumenes de muestra: 50,
80, 100y 150 pL.

I > b) Posible estandar interno:

memantina, glimepirida.

Volumen de muestra
mas estandar interno.

v a) 300y 600 puL MeOH.
Adicion del agente | > b) 300y 600 pL de ACN.

precipitante. c) 600 pL de ACN:MeOH 75:25
v/v.

A 4

Agitar y centrifugar a
15 000 rpm por 6

minutos a 4°C. / ., \
Dilucion:

Alicuota de .
Alicuota de
sobrenadante .
disolvente (uL)
. (pL)

50 MeOH
Sobrenadante |.-.-.-.-.-._: > 50 150 ACN
250 ACN

1000 ACN

100 1000 ACN:MeOH
(75:25 viv)

A 4
Inyectar al sistema >[ Volumenes de inyeccion: }

cromatografico 1,2,4y5 L.

Figura 25. Evaluacién de la técnica de precipitacién de proteinas, para la

extraccion de RIF, ETA y el posible E. I. en plasma.
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4.3. Validacion del método.

La validacibn del método analitico se realiz6 conforme a los requisitos y
paradmetros establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998,
en lo referente a validacidon de métodos analiticos para el analisis quimico de

muestras biolégicas de una prueba de bioequivalencia.

4.3.1. Preparacion de soluciones.

v' Fase movil: acetato de amonio 10 mM con &cido férmico 0.1 % en agua:

acetonitrilo grado cromatografico (10:90 v/v).

Pesar 0.77 g de acetato de amonio, disolver con 100 mL de agua grado
cromatografico y transferir a un matraz volumétrico de 1 litro,
posteriormente adicionar 1 mL de &cido féormico concentrado y llevar a

volumen con acetonitrilo grado cromatografico.
v Solucién de lavado. Ver preparacion en fase movil.
v' Acido ascorbico 5% piv.

Pesar 5 g de acido ascorbico, disolver en un vaso de precipitados,
transferir a un matraz volumétrico de 100 mL y llevar a volumen con

agua grado cromatografico

v' Agente precipitante (acetonitrilo grado CLAR:metanol grado CLAR 75:25

VIV).

Transferir 375 mL de acetonitrilo grado cromatogréfico a una probeta
graduada de 500 mL y agregar 125 mL de metanol grado
cromatografico, mezclar homogéneamente y transferir a un reservorio de
500 mL.

v Solucién de referencia de etambutol, 1000 pg/mL (Solucion A).

Pesar con exactitud el equivalente a 11.7 mg de sustancia de referencia

de clorhidrato de etambutol (equivalente a 10 mg de etambutol) y
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transferir a un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y llevar a volumen

con metanol grado cromatogréfico, sonicar durante 5 minutos.
v" Solucién de referencia de etambutol, 100 pg/mL (Solucién B).

Transferir cuantitativamente 1 mL de la solucion A de etambutol a un
matraz volumétrico de 10 mL y llevar a volumen con metanol grado

cromatografico.
v Solucién de referencia de etambutol, 10 pg/mL (Solucién C).

Transferir cuantitativamente 1 mL de la solucion B de etambutol a un
matraz volumétrico de 10 mL y llevar a volumen con metanol grado

cromatografico.
Para las soluciones de rifampicina, se realiza la preparacion bajo luz amarilla.
v Solucién de referencia de rifampicina, 1000 pg/mL (Solucién D).

Pesar con exactitud el equivalente a 10 mg de sustancia de referencia
de rifampicina y transferir a un matraz volumétrico ambar de 10 mL,
disolver y llevar a volumen con metanol grado cromatogréfico; sonicar

durante 5 minutos.
v" Solucidn de referencia de rifampicina, 100 pg/mL (Solucion E).

Transferir cuantitativamente 1 mL de la solucién D de rifampicina a un
matraz volumétrico &mbar de 10 mL y llevar a volumen con metanol

grado cromatografico.
v Solucién de referencia de rifampicina, 10 pg/mL (Soluciéon F).

Transferir cuantitativamente 1 mL de la solucion E de rifampicina a un
matraz volumétrico &mbar de 10 mL y llevar a volumen con metanol

grado cromatogréafico.
v Solucién de referencia de memantina (E.l.), 1000 pg/mL (Solucién ).

Pesar con exactitud el equivalente a 12.1 mg de sustancia de referencia

de clorhidrato de memantina (equivalente a 10 mg de memantina) y
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transferir a un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y llevar a volumen

con agua grado cromatogréfico.
Solucion de referencia de memantina (E.l.), 2000 ng/mL (Solucion II).

Transferir cuantitativamente 200 pL de la solucion | de memantina a un
matraz volumétrico de 100 mL y llevar a volumen con acetonitrilo grado

cromatografico
Solucién de referencia de memantina (E.l.), 100 ng/mL (Solucién IIl).

Transferir cuantitativamente 1 mL de la solucion Il de memantina a un
matraz volumétrico de 10 mL y llevar a volumen con acetonitrilo grado

cromatografico

Solucién para evaluar la adecuabilidad del sistema (etambutol 5.99
ng/mL, rifampicina 14.97 ng/mL y memantina 5.27 ng/mL ) Solucién
AD1.

Transferir cuantitativamente 20 uyL de la solucion A (1000 pg/mL) de
etambutol, 50 pL de la solucion D (1000 pg/mL) de rifampicina y 930 uL
de metanol CLAR a un microtubo ambar de 2 mL y mezclar
homogéneamente. Posteriormente, tomar 50 pL de muestra y adicionar
950 pL de metanol CLAR y 100 pL de acido ascérbico 5% p/v, mezclar

homogéneamente.

Transferir 50 pL de muestra, adicionar 40 pL de la solucién Il (1000
ng/mL) de memantina (E.l.) y 600 pL de agente precipitante, mezclar
homogéneamente. Finalmente transferir 100 yuL de la muestra a un
microtubo dmbar de 2 mL, adicionar 1 mL de agente precipitante y

mezclar.

Dividir la solucién en alicuotas de 0.2 mL en microtubos ambar de 2 mL
y almacenarlas a -70°C. Descongelar un tubo cada dia de trabajo a

temperatura ambiente y en presencia de luz amarilla.
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4.3.2. Preparacion de muestras de curva de calibracion y muestras

control de calidad en plasma.

Se prepararon cada una de las muestras de la curva de calibracion y las
muestras control de calidad en solucion, de acuerdo a la Tabla 13 y Tabla 14
respectivamente, para preparar posteriormente las muestras en plasma

heparinizado de acuerdo a los descrito en la Tabla 15y Tabla 16.

Para la preparacion de las muestras en solucion se depositaron las alicuotas
de rifampicina, etambutol y metanol CLAR correspondiente, en microtubos
ambar de 2 mL. Posteriormente tomar 50 puL de las muestras preparadas en
solucion y afadir 950 uL de plasma heparinizado, agitar en vortex durante 1

minuto.

Con la finalidad de observar el efecto de la presencia de rifampicina, isoniazida
y pirazinamida en la cuantificacion de etambutol, se prepararan muestras

plasmaticas correspondientes al LIC, de acuerdo a la Tabla 17 y Tabla 18.

Para observar el efecto de la presencia de etambutol, isoniazida y pirazinamida
en la cuantificacion de rifampicina, se prepararon muestras plasmaticas

correspondientes al LIC, de acuerdo a lo indicado en la Tabla 19 y Tabla 20.

Y para observar el efecto de la presencia de Isoniazida y Pirazinamida en la
cuantificacion de rifampicina y etambutol, se prepararon nuestras plasmaticas
control de calidad: CC bajo, CC medio y CC alto, tal y como se describe en la
Tabla 21 y Tabla 22.
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Tabla 13. Preparacion de la curva de calibracion en sistema.

Etambutol

Etambutol

Etambutol Soln. B Soln. A Rifampicina |Rifampicina| Rifampicina | Volumen Etambutol Rifampicina
Soln C 106 100'0 Soln. F Soln. E Soln. D de Concentracion | Concentracion | Muestras
(10 pg/mL) g(;/mL) (g/mL) (10 pg/mL) | (100 pg/mL) | (2000 pg/mL) | Metanol en sistema en sistema en sistema
uL i i L uL uL (uL) (ng/mL) (ng/mL)
20 - - 100 - - 880 200 1000 LD
40 - - 200 - - 760 400 2000 CP1
80 - - 500 - - 420 800 5000 CP 2
- 30 - - 100 - 870 3000 10000 CP 3
- 80 - - 240 - 680 8000 24000 CP4
- 160 - - - 45 795 16000 45000 CP5
- - 25 - - 70 905 25000 70000 CP6
- - 35 - - 90 875 35000 90000 CP7
- - 45 - - 120 835 45000 120000 CP 8

Soln.: Solucién.
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Tabla 14. Preparacion de las muestras control de calidad en sistema.

Etambutol Etsagpr?u;ol Rifampicina | Rifampicina | Rifampicina [Volumen Etambutol Rifampicina
Soin. C (1060 Soln. F Soln. E Soin. D de Concentracién | Concentracion | Muestras en
(10 pg/mL) g/mL) (10 pg/mL) | (100 pg/mL) | (1000 pg/mL) | Metanol en sistema en sistema sistema
uL i uL uL uL (uL) (ng/mL) (ng/mL)
40 - 200 - - 760 400 2000 LIC
120 - - 60 - 820 1200 6000 CC Bajo
- 20 - - 50 930 20000 50000 CC Medio
- 40 - - 100 860 40000 100000 CC Alto
- 45 - - 120 835 45000 120000 LSC

Soln.: Solucioén.
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Tabla 15. Preparacion de la curva de calibracion en plasma.

Etambutol Rifampicina | Alicuotade Etambutol Rifampicina
Muestras | Concentracién |Concentracion| muestraen | Volumen de [Concentracion| Concentracion
en sistema en sistema en sistema sistema plasma (pL) en plasma Final en plasma
(ng/mL) (ng/mL) (V) (ng/mL) (ng/mL)
LD 200 1000 50 950 10* 50*
CP1 400 2000 50 950 20** 100**
CP2 800 5000 50 950 40 250
CP3 3000 10000 50 950 150 500
CP4 8000 24000 50 950 400 1200
CP5 16000 45000 50 950 800 2250
CP6 25000 70000 50 950 1250 3500
CP7 35000 90000 50 950 1750 4500
CP8 45000 120000 50 950 2250*** 6000***

*LD: Limite de Deteccion, **LIC: Limite Inferior de Cuantificacién, ***LSC: Limite Superior de Cuantificacion

NOTA: Al final de la preparacion de las muestras en plasma, se adicionan 100 pyL de acido ascérbico al 5 % p/v, con la finalidad
de evitar la degradacién de rifampicina.
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Tabla 16. Preparacion de las muestras control de calidad en plasma

Etambutol Rifampicina Alicuota de Etambutol Rifampicina
Muestras en | Concentracion | Concentracion muestra en Volumen de | Concentracion | Concentracion
sistema en sistema en sistema sistema plasma (pL) en plasma en plasma
(ng/mL) (ng/mL) (uL) (ng/mL) (ng/mL)

LIC 400 2000 50 950 20 100
CC Bajo 1200 6000 50 950 60 300
CC Medio 20000 50000 50 950 1000 2500
CC Alto 40000 100000 50 950 2000 5000
LSC 45000 120000 50 950 2250 6000

CC: Muestras Control de Calidad, LIC: Limite Inferior de Cuantificacion, LSC: Limite Superior de Cuantificacién

NOTA: Al final de la preparacion de las muestras en plasma, se adicionan 100 pyL de acido ascérbico al 5 % p/v, con la finalidad
de evitar la degradacién de rifampicina.
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Tabla 17. Preparacion de las muestras LIC en sistema para etambutol.

Etambutol Etsatgr?u';ol Rifampicina | Isoniazida |Pirazinamida| Volumen | Etambutol | Rifampicina | Isoniazida | Pirazinamida
Soln. C (1060 Soln. D Soln. G Soln. H de Conc. en Conc. en Conc. en Conc. Muestras
(10 pg/mL) /mL) (1000 pg/mL) [ (1000 pg/mL) | (1750 pg/mL) [ Metanol sistema sistema sistema en sistema | en sistema
pL uguL pL pL pL (pL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
40 - 50 30 100 780 400 50000 30000 175000 LIC
Conc.: Concentracion, LIC: Limite Inferior de Cuantificacion.
Tabla 18. Preparacion de las muestras LIC en plasma para etambutol.
Etambutol | Rifampicina | Isoniazida | Pirazinamida | Alicuota de [ Volumen | Etambutol | Rifampicina | Isoniazida | Pirazinamida
Muestras en | Conc. en Conc. en Conc. en Conc. muestra en de Conc. en Conc. en Conc. en Conc. en
sistema sistema sistema sistema en sistema sistema plasma plasma plasma plasma plasma
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (uL) (uL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
LIC 400 50000 30000 175000 50 950 20 2500 1500 8750

Conc.: Concentracion, LIC: Limite inferior de cuantificacion.

NOTA: Al final de la preparacion de las muestras en plasma, se adicionan 100 pL de acido ascoérbico al 5 % p/v, con la finalidad
de evitar la degradacién de rifampicina.
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Tabla 19. Preparacion de las muestras LIC en sistema para rifampicina.

Rifampicina Etambutol Isoniazida | Pirazinamida | Volumen [Rifampicina| Etambutol Isoniazida | Pirazinamida
Soln. A
Soln. E (1000 Soln. G Soln. H de Conc. en Conc. en Conc. en Conc. Muestras en
(100 pg/mL) /mL) (1000 pg/mL) | (1750 pg/mL) | Metanol sistema sistema sistema en sistema sistema
pL HQHL pL pL (pL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
20 20 30 100 830 2000 20000 30000 175000 LIC
Soln.: Solucién, LIC: Limite Inferior de Cuantificacion.
Tabla 20. Preparacion de las muestras LIC en plasma para rifampicina.
Rifampicina | Etambutol | Isoniazida | Pirazinamida | Alicuota de v Rifampicina | Etambutol Isoniazida | Pirazinamida
olumen
Muestras en Conc. en Conc. en Conc. en Conc. muestra en de plasma Conc. en Conc. en Conc. en Conc. en
sistema sistema sistema sistema en sistema sistema F() L) plasma plasma plasma plasma
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (uL) H (ng/mL (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
LIC 2000 20000 30000 175000 50 950 100 1000 1500 8750

Conc.: Concentracion, LIC: Limite Inferior de Cuantificacion.

NOTA: Al final de la preparacion de las muestras en plasma, se adicionan 100 yL de acido ascoérbico al 5 % p/v, con la finalidad
de evitar la degradacion de rifampicina.
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Tabla 21. Preparacion de las muestras control de calidad en sistema en presencia de pirazinamida e isoniazida.

Rifampici
Etambutol Etsanlwbu'iol Rifampicina | Rifampicina Isoniazida Pirazinamida na Volumen | Etambutol | Rifampicina | Isoniazida | Pirazinamida
Soln. C igo'o Soln. E Soln. D Soln. G Soln. H Soln. D de Conc. en Conc. en Conc. en Conc. Muestras en
(10 pg/mL) ( mL (200 pg/mL) | (1000 pg/mL) | (1000 pg/mL) | (1750 pg/mL) (1000 Metanol sistema sistema sistema en sistema sistema
pL “guT ) pL pL pL pL pg/mL) (pL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
uL
120 - 60 - 30 100 100 690 1200 6000 30000 175000 CC Bajo
- 20 - 50 30 100 100 800 20000 50000 30000 175000 [CC Medio
- 40 - 100 30 100 100 730 40000 100000 30000 175000 CC Alto

CC: Muestras Control de Calidad

Tabla 22. Preparacion de las muestras control de calidad en plasma en presencia de pirazinamida e isoniazida.

Etambutol | Rifampicina | Isoniazida | Pirazinamida | Alicuota de volumen Etambutol Rifampicina | Isoniazida | Pirazinamida
Muestras en Conc. en Conc. en Conc. en Conc. muestra en de plasma Conc. en Conc. en Conc. en Conc. en
sistema sistema sistema sistema en sistema sistema P L plasma plasma plasma plasma
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (uL) (WL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
CC Bajo 1200 6000 30000 175000 50 950 60 300 1500 8750
CC Medio 20000 50000 30000 175000 50 950 1000 2500 1500 8750
CC Alto 40000 100000 30000 175000 50 950 2000 5000 1500 8750

CC: Muestras Control de Calidad

NOTA: Al final de la preparacion de las muestras en plasma, se adicionan 100 uL de acido ascoérbico al 5 % p/v, con la finalidad
de evitar la degradacion de rifampicina.
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4.3.3. Adecuabilidad del sistema.

Con el fin de evaluar la adecuabilidad del sistema cromatografico y de llevar un
monitoreo de la columna cromatografica, se prepard una solucién conteniendo
5.99 ng/mL de etambutol y 14.97 ng/mL de rifampicina y 5.27 ng/mL de
memantina (E.l.) (solucion AD1), de acuerdo a lo establecido a lo establecido
anteriormente, dicha solucién se dividié y almacend en microtubos ambar de 2
mL en congelacion a —70°C. Previo a cada corrida analitica, se descongel6 una

de las alicuotas y se realiz6 un minimo de 6 inyecciones consecutivas de 2 L.

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

continuacion:
- Repetibilidad (relacion de areas) con un C. V. < 5.0 %.
- Repetibilidad (tiempo de retencién) con un C.V. < 2.0 %.
4.3.4. Selectividad del sistema.

Antes de cada corrida se evalud la selectividad del sistema, inyectandose en el
orden siguiente: un blanco de reactivos, un doble blanco (muestra de matriz
bioldgica sin la adicién de los analitos de interés y sin el estandar interno) y el
blanco (muestra de la matriz bioldgica con adicion Unicamente del estandar
interno); estos ultimos dos fueron procesados de acuerdo al método de
extraccién establecido (ver Figura 26), los cuales se analizaron en las
condiciones cromatograficas establecidas. Asi mismo, durante cada corrida, se
evaluod el acarreamiento, inyectando al inicio, en medio y al final de la corrida
una muestra de concentracion alta (CC alto o LSC) seguida de un doble blanco
y un blanco. En ninguno de los casos se debian presentar interferencias en el
tiempo de retencion de rifampicina, etambutol y memantina (E.l.) o la
interferencia debia ser < 20% de la respuesta analitica obtenida en el limite
inferior de cuantificacion para rifampicina y etambutol y < 5% con respecto a la

respuesta promedio de memantina (E.l.).
4.3.5. Selectividad a la matriz bioldgica.

Para evaluar la selectividad a la matriz biologica, se analizaron seis plasmas de
voluntarios sanos y la mezcla de éstos, las muestras se procesaron por
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duplicado de acuerdo al método de extraccion establecido (ver Figura 26). Se
considerd selectivo el método analitico para los seis plasmas si estos no
presentaban interferencias en el tiempo de retencion de rifampicina, etambutol
y memantina (E.l.). Si se presentaban interferencias en los dobles blancos y
blancos, estos no debian ser mayor al 5% comparada con la respuesta del
estandar interno y no mayor al 20% con respecto a la respuesta mostrada por

el limite inferior de cuantificacion de etambutol y rifampicina .

También se determind la selectividad del método a plasma lipémico y
hemolizado, analizando por duplicado los plasmas anteriores, los cuales se
procesaron de acuerdo al método de extraccion establecido (ver Figura 26). El
método analitico se considerd selectivo si estos no presentaban interferencias
en el tiempo de retencion de los picos de interés o si la interferencia endégena
en los dobles blancos lipémicos y hemolizados utilizados, era menor o igual al
5% comparada con la respuesta del estandar interno y no mayor al 20% con
respecto a la respuesta mostrada por el limite inferior de cuantificacién de
etambutol y rifampicina.

4.3.6. Selectividad a farmacos de uso comun.

Se evaluo la selectividad del método contra posibles interferencias en el tiempo
de retencién de rifampicina, etambutol y memantina (E.l.) analizando muestras
de farmacos de uso comun a las concentraciones plasmaticas reportadas,
como paracetamol (20 pg/mL), naproxeno (100 pg/mL), &cido salicilico (300
pug/mL) y cafeina (80 pg/mL). También se evalud la selectividad a isoniazida
(3750 ng/mL) y pirazinamida (17500 ng/mL), ya que estos son farmacos que se

administran conjuntamente con rifampicina y etambutol.
4.3.7. Selectividad del sistema (cross-talk o respuesta cruzada).

Para evaluar la selectividad del sistema de deteccion, se procesé un doble
blanco, una muestra correspondiente al punto mas alto de la curva de
calibracion para rifampicina y una muestra correspondiente al punto mas alto
para etambutol, ambas muestras sin estandar interno, una muestra
conteniendo isoniazida a una concentracion de 1500 ng/mL, una muestra

conteniendo pirazinamida a una concentracién de 8750 ng/mL y un blanco de
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plasma. Las muestras se inyectaron de acuerdo a la siguiente secuencia de

inyeccion:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Se inyect6 el doble blanco de plasma y se monitorearon las sefiales de
RIF, ETAy MEM.

Se inyectd la muestra plasmatica que contiene sélo rifampicina y se

monitorearon las sefales de RIF, ETA y MEM.

Se inyect6 la muestra plasméatica que contiene soOlo etambutol y se

monitorearon las sefiales de RIF, ETA y MEM.

Se inyectd la muestra plasmatica que soOlo contiene memantina y se

monitorearon las sefales de RIF, ETA y MEM.

Se inyectd la muestra plasmatica que soélo contiene isoniazida y se

monitorearon las sefales de RIF, ETA y MEM.

Se inyectd la muestra plasmética que solo contiene pirazinamida y se

monitorearon las sefales de RIF, ETA y MEM.

Se inyect6 nuevamente el doble blanco de plasma plasma y se
monitorearon las sefales de RIF, ETA y MEM.

Se inyectd la muestra plasmatica que contiene sélo rifampicina y se

monitorean las sefales de RIF, ETAy MEM.

Se inyect6 nuevamente el doble blanco de plasma y se monitorearon las
sefales de RIF, ETAy MEM.

10) Se inyect6 la muestra plasmatica que contiene sélo etambutol y se

monitorearon las sefiales de RIF, ETA y MEM.

11) Se inyect6 nuevamente el doble blanco de plasma y se monitorearon las

sefiales de RIF, ETAy MEM.

12) Se inyecté la muestra plasmatica que sélo contiene memantina y se

monitorearon las sefales de RIF, ETAy MEM.
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13) Se inyecté nuevamente el doble blanco de plasma y se monitorearon las
sefales de RIF, ETAy MEM.

14) Se inyectd la muestra plasmética que sélo contiene isoniazida y se

monitorearon las sefales de RIF, ETA y MEM.

15) Se inyect6 nuevamente el doble blanco de plasma y se monitorearon las
sefales de RIF, ETAy MEM.

16) .Se inyectd la muestra plasmatica que s6lo contiene pirazinamida y se

monitorearon las sefales de RIF, ETA y MEM.

El criterio de aceptacion para ésta prueba es que no debe aparecer respuesta
(mayor al 5 % comparada con la respuesta del estandar interno y no mayor al
20% con respecto a la respuesta mostrada por el limite inferior de
cuantificacion de etambutol y rifampicina) en el tiempo de retencion
perteneciente a los analitos que estan ausentes en cualquiera de las muestras

analizadas.
4.3.8. Linealidad.

Se prepararon cinco curvas de calibracion a partir de pesadas independientes y
se procesaron de acuerdo al método de extraccion optimizado (ver Figura 26),
utilizando las concentraciones de 100, 250, 500, 1200, 2250, 3500, 4500 y
6000 ng/mL de rifampicina y 20, 40, 150, 400, 800, 1250, 1750 y 2250 ng/mL

de etambutol como se describe en las tablas 13 y 15.

La relacion entre la respuesta cromatografica (area) con respecto a la
concentracion en cada curva de calibracion para cada analito, fue ajustado a
través de una regresion lineal por minimos cuadrados a la ecuacién y= mx + b,
donde la variable “y” es la relacién de areas rifampicina/memantina (E. I.) o
etambutol/memantina (E. 1) (segun corresponda) obtenida para la
concentracion nominal de rifampicina o etambutol “x”. Se consider6 que el
meétodo cumplia con este parametro, si al realizar el ajuste en cada una de las
cinco curvas para cada analito se obtenia un coeficiente de correlacion mayor o
igual a 0.99 y la desviacién porcentual de la concentracion recuperada

(interpolada) con respecto a la nominal (adicionada) era menor o igual al £15%
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en todos los puntos que constituyen la curva de calibracién, a excepcion del

limite de cuantificacion cuya desviacion no debia ser mayor al +20%.

4.3.9. Repetibilidad de la curva de calibracion.

Se prepararon tres curvas de calibracién a partir de la misma pesada, esto con

el fin de evaluar la repetibilidad de la curva de calibracion, de los resultados

obtenidos se determiné el promedio, desviacion estandar y coeficiente de

variacion de la concentracion recuperada para las 3 determinaciones de cada

nivel de concentracion. El coeficiente de variacion no debe ser mayor al 15%.

Con los resultados obtenidos de las tres curvas de esta prueba, se realizd el

analisis de modelo de regresion como se indica a continuacion:

a)

b)

d)

Se grafic6 el area relativa entre rifampicina/memantina (E.l.) y
etambutol/memantina (E.l.) (y) versus su concentracibn nominal de
etambutol y rifampicina (x), y se realizé un andlisis de regresion lineal
simple ajustando los datos a la ecuacién y = mx + b, donde b es la

ordenada al origen y m es la pendiente de la curva de calibracion.

Se determind la concentracion experimental (recuperada) introduciendo
el area relativa obtenida en la ecuacién de la linea recta generada para

cada curva de calibracion.

Calcular el error relativo (%ER) mediante la siguiente ecuacion.

\Concentraci()n Recuperada - Concentracion nominal\

ER %= x100

Concentracion nominal

Se graficé el error relativo (ER%) con respecto a la concentracion
nominal considerando las tres curvas de calibracion evaluadas, para
visualizar posibles tendencias y falta de ajuste de los datos. Los puntos
deben estar distribuidos homogéneamente y formar una banda
horizontal estrecha alrededor del eje de concentracién. En el caso de

desviaciones significativas de la banda horizontal, una
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heterocedasticidad de los datos; por lo que se realiz6 un analisis de
regresion lineal con alguna ponderacion para el ajuste de los datos y se

determin6 nuevamente los valores de ER%.

e) Se evaluaron al menos tres ponderaciones diferentes (1/X, /X%y 1/Y) y
se sumO para cada ponderacion, los valores absolutos del ER%,
conjuntando todas las curvas de calibracion, lo cual se defini6 como
SER %.

f) El mejor modelo matematico para el ajuste de los datos, fue aquel que

proporcioné la Y ER % global mas baja.

4.3.10. Precision del método.
La precisiéon del método fue evaluada como repetibilidad y reproducibilidad.
4.3.10.1. Repetibilidad muestras control de calidad.

A partir de una solucion de referencia se prepararon y cuantificaron por
sextuplicado las muestras plasméticas control de calidad de rifampicina y
etambutol: LIC, CC bajo, CC medio, CC alto y LSC, (ver preparacién en Tabla
14 y 16), los cuales se procesaron de acuerdo al método de extraccion
optimizado (ver Figura 26), las muestras contenian también a los analitos
isoniazida y pirazinamida a concentraciones equivalentes de su Cmax, con la
finalidad de observar el efecto de la presencia de isoniazida y pirazinamida en
la cuantificacién de rifampicina y etambutol, tal y como se describe en la Tabla
21 y 22. Con los resultados obtenidos se determiné el promedio, desviacion
estandar y coeficiente de variacion de la concentracion recuperada para las 6
determinaciones en cada nivel. El coeficiente de variacion no debié ser mayor
al 15% (20% para el LIC).

4.3.10.2. Reproducibilidad muestras control.

Para evaluar la reproducibilidad entre dias se prepard una curva de calibracion
de rifampicina y etambutol en plasma heparinizado y las muestras control de
calidad CC bajo, CC medio y CC alto por sextuplicado durante tres dias,

empleando cada dia una solucion de referencia preparada recientemente, las
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muestras fueron procesadas de acuerdo al método de extraccién optimizado

(ver Figura 26).

Se calculd el promedio, desviacidn estandar y coeficiente de variacion de las
muestras control de calidad (concentracion recuperada), tomando en cuenta las
determinaciones realizadas durante los tres dias. El coeficiente de variacion

global no debid ser mayor al 15% en cada nivel de concentracion.
4.3.11. Exactitud del método

La exactitud se evalu6 tomando en cuenta el valor promedio en cada nivel de
concentracion de las determinaciones realizadas para evaluar repetibilidad y
reproducibilidad de las muestras control de calidad debiendo estar dentro del
+15% de su valor nominal correspondiente (20% para el limite inferior de
cuantificacion), para tal fin se determind la desviacion absoluta haciendo uso de

la siguiente ecuacion:

\ Concentracddn nominal- Concentradon Recuperada\

DesvAbs % =100x — -
Concentraciénnominal

4.3.12. Efecto matriz.

Para evaluar el efecto matriz (supresion iénica o incremento en la respuesta),
se procesaron por duplicado por lo menos seis diferentes tipos de plasma de
voluntarios sanos y de la mezcla de ellos, de acuerdo al método de extraccion
establecido (ver Figura 26). Se preparé un CC medio en sobrenadante de doble
blanco precipitado, de acuerdo a la Tabla 23, 24 y 25, comparando la respuesta
de esta contra la respuesta obtenida en la solucion de adecuabilidad. El efecto
de la matriz biol6gica se reportara en términos porcentuales para rifampicina,
etambutol y memantina (E.l.). Sera aceptable si se tiene un %C.V. de las areas

de los analitos en los diferentes plasmas evaluados menor al 15%.
4.3.13. Recobro.

Para la evaluacion del recobro se prepararon y procesaron por sextuplicado las
muestras control de calidad de rifampicina y etambutol en plasma heparinizado
(CC bajo, CC medio y CC alto) y se compararon sus respuestas

cromatograficas promedio (area de pico), con respecto al promedio del area
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obtenida de muestras en solucién con los analitos de interés, preparadas a

concentraciones equivalentes de acuerdo a las Tabla 23, 24 y 25.

El recobro no necesariamente deberia ser del 100%, pero debia ser

consistente en los niveles de concentracion evaluados, ademas, los valores

promedio individuales no deberian desviarse del promedio total en mas del

15%.

En el caso de la evaluacion del estandar interno (memantina), se determino el

recobro promedio total utilizando los 18 valores obtenidos en matriz bioldgica

como en solucién respectivamente (considerando la respuesta de ésta ultima

como el 100%).

Tabla 23. Preparacion de muestras control de calidad en solucion para

evaluacion de recobro.

. . .| Alicuo
Etambutol lean;plcm tade |Volume | Etambutol [Rifampicina
Muestra | Concentrac C muest n de Concentrac | Concentrac
L, oncentra ., .
sen i6n en cién en raen metano i6bn en i6n en
sistema sistema sistema sistem | | CLAR metanol metanol
(ng/mL) (ng/mL) a (uL) (ng/mL) (ng/mL)
(ML)
I?E:acj:o 1200 6000 50 950 60 300
CC | 20000 | 50000 | 50 | 950 | 1000 2500
Medio
Eg 40000 | 100000 | 50 | 950 | 2000 5000

CC: Muestras Control de Calidad
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Tabla 24. Preparacion muestras control de calidad en soluciéon para evaluacion de recobro (concentraciones reales).

Clorhi Clohidrato de
orhidrato de Volumen de Etambutol Memantina
Etambutol Rifampicina [ Alicuotade| Memantina Sobrenadante c - Rifampicina
. . L oncentracion s (E.I)

Muestras | Concentracion | Concentracién | muestraen | (E.l.) Solucion de dobles real en Concentracién Concentracion
en sistema en metanol en metanol sistema [I (1000 blancos solucion real en solucién real en
(ng/mL) (ng/mL) (uL) n%/T)L) preci(piltjdos* (ng/mL) (ng/mL) solucion
H H (ng/mL)
CC Bajo 60 300 50 40 600 4.348 21.739 57.971
CC Medio 1000 2500 50 40 600 72.464 181.159 57.971
CC Alto 2000 5000 50 40 600 144.928 362.319 57.971

CC: Muestras Control de Calidad
*Sobrenadante de dobles blancos precipitados: corresponde a la solucién obtenida al final del procesamiento de una muestra doble blanco.
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Tabla 25. Preparacion muestras control de calidad en solucién para evaluacién de recobro (simulacién de dilucion post-

precipitacion).

Clohidrato de Clohidrato de
Etambutoll, Rifampicing Memantina Alicuota de Volumen de Etambutol Rifampicina Memantina
Muestras Concentracion | Concentracion (El) muestra Agente Concentracion | Concentracién (E.L)
; real en real en Concentracién post- ! . . L
en sistema g g O precipitante real final real final Concentracion
solucién solucién real en precipitacion (uL) (ng/mL) (ng/mL) real final
(ng/mL) (ng/mL) solucién (uL) H 9 9 (ng/mL)
(ng/mL) g
CC Bajo 4.348 21.739 57.971 100 1000 0.395 1.976 5.270
M(;fj:io 72.464 181.159 57.971 100 1000 6.588 16.469 5.270
CC Alto 144.928 362.319 57.971 100 1000 13.175 32.938 5.270

Nota: Debido a que el método de extraccion empleado fue una precipitacién y que las muestras son sometidas a una dilucién post-extraccion,
la muestra plasmatica se diluyé 152 veces, por ello la concentracion final real en sistema es 152 veces mas diluida que la concentracion inicial.
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4.3.14. Limite de deteccion y limite inferior de cuantificacion.

Para determinar estos parametros se prepararon por sextuplicado, muestras de
rifampicina a las concentraciones de 50 y 100 ng/mL y de etambutol a las
concentraciones de 10 y 20 ng/mL en plasma heparinizado respectivamente,
las cuales se procesaron e inyectaron en el sistema cromatografico

correspondiente.

La sensibilidad del método se defini6 como la concentracion minima
cuantificable o limite inferior de cuantificacion (LIC). Se calculé el coeficiente de
variacion y el porcentaje de desviacion absoluta. El promedio de estas
muestras no debid desviarse mas del +20% del valor nominal, con un CV
< 20%.

El limite de deteccidon (LD) se defini6 como aquella concentracion a la cual la
sefial del compuesto por analizar en la matriz biolégica fuera tres veces mayor

que el nivel de ruido.
4.3.15. Estabilidad.

La prueba de estabilidad se llevo a cabo con el fin de determinar las
condiciones de temperatura y tiempo, en las que los compuestos de interés
(rifampicina y etambutol) permanecen estables en la matriz bioldgica, durante
su manejo, almacenamiento y procesamiento, evaluando la respuesta

(concentracion) de los compuestos por analizar en la matriz biologica.

Las muestras plasmaticas conteniendo rifampicina y etambutol, en las
diferentes condiciones evaluadas se consideraran estables, si los valores de
concentracion interpolada promedio obtenidos de las determinaciones en cada
nivel de concentraciéon se encuentran dentro del +15% del valor obtenido con
muestras control de calidad preparadas el dia del analisis (controles frescos por

sextuplicado)

Se realizd la evaluacién de la estabilidad de los analitos: rifampicina vy

etambutol en plasma en las condiciones a continuacion descritas:
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4.3.15.1. Estabilidad ciclos de congelacién-descongelacion.

Para realizar la evaluacién, se prepararon por sextuplicado una serie de
muestras plasmaticas conteniendo rifampicina (a las concentraciones de 300,
2500 y 5000 ng/mL) y etambutol (a las concentraciones de 60, 1000 y 2000
ng/mL) y se almacenaron en congelacion a -70°C. En cada uno de los ciclos
evaluados se descongelaron las seis muestras de cada nivel de concentracién
y se dosificaron 50 pL para la cuantificacion, para nuevamente congelar a
-70°C; se realiz6 de esta manera hasta cumplir con cuatro ciclos, dejando un

periodo minimo de 12 horas entre cada ciclo.
4.3.15.2. Estabilidad a temperatura ambiente (15-30 °C).

La estabilidad se evalué preparando por sextuplicado una serie de muestras
plasmaticas a las concentraciones de 300, 2500 y 5000 ng/mL de rifampicina y
60, 1000 y 2000 ng/mL de etambutol y almacenando las muestras a
temperatura ambiente (15-30°C), para posteriormente procesar las muestras a
las 4, 5y 24 horas de acuerdo al método de extraccion establecido (ver Figura
26).

4.3.15.3. Estabilidad en refrigeracion (2—-8 °C).

Se prepararon por sextuplicado una serie de muestras plasméaticas a las
concentraciones de 300, 2500 y 5000 ng/mL de rifampicina y 60, 1000 y 2000
ng/mL de etambutol y se almacenaron en refrigeracion (2-8°C). El
procesamiento de muestras se realizdé a las 4, 5 y 24 horas de acuerdo al

método de extraccion establecido (ver Figura 26).
4.3.15.4. Estabilidad de la muestra procesada.

La estabilidad de la muestra procesada se determiné prepararando por
sextuplicado las muestras control de calidad de rifampicina y etambutol en
plasma heparinizado (CC bajo, CC medio y CC alto), las cuales se sometieron
al método de extraccion establecido (ver Figura 26) y fueron inyectadas al
sistema cromatografico. Las muestras se almacenaron en el automuestreador
(8°C) y se inyectaron de nuevo a las 24 y 48 horas después de su

procesamiento.
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4.3.15.5. Estabilidad a largo plazo de rifampicinay etambutol en

congelacién a -70 °C durante 336 dias.

Para la realizacion de esta estabilidad, se prepararon series de muestras
plasmaticas conteniendo rifampicina (a las concentraciones de 300, 2500 y
5000 ng/mL) y etambutol (a las concentraciones de 50, 850 y 1700 ng/mL), y se
almacenaron en congelacion a -70°C por 336 dias. Una vez transcurrido el
periodo de tiempo se procesaron las muestras de acuerdo al método de

extraccion establecido (ver Figura 26).

La preparacion de muestras se realiz6 conforme a lo indicado en las Tabla 14
y 16.

4.3.15.6. Estabilidad a largo plazo de rifampicinay etambutol en
congelacién a -70 °C durante 281 dias, en presencia de
isoniazida y pirazinamida a concentraciones de 8750 y
1500 ng/mL respectivamente.

Para la realizacion de esta estabilidad, se prepararon series de muestras
plasmaticas conteniendo rifampicina (a las concentraciones de 300, 2500 y
5000 ng/mL) y etambutol (a las concentraciones de 60, 1000 y 2000 ng/mL),
conteniendo también isoniazida (a la concentracion de 1500 ng/mL) y
pirazinamida (a la concentracion de 8750 ng/mL), ver preparacion de estas
muestras en las Tabla 21 y 22. Las muestras fueron almacenadas en
congelacion a -70°C por 281 dias. Una vez transcurrido el periodo de tiempo se
procesaron las muestras de acuerdo al método de extraccion establecido (ver
Figura 26).

4.3.16. Integridad de la dilucién

4.3.16.1. Concentracion dentro de la curva de calibracion 5000

ng/mL de rifampicinay 2000 ng/mL de etambutol (IDD).

Se preparo por sextuplicado la muestra IDD indicada en las Tabla 26 y 27, y se
aplicé el proceso de extracciéon empleando 25 pL de muestra, completando a

un volumen de 50 pL con plasma libre de farmaco. La concentracion
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interpolada y multiplicada por un factor de dilucion de 2 no debe desviarse mas
del 15% con respecto al valor nominal con un C.V. menor o igual al 15%.

4.3.16.2. Concentracion fuera de la curva de calibracién 10000

ng/mL de rifampicinay 4000 ng/mL de etambutol (IDF).

Se prepard por sextuplicado la muestra IDF indicada en la Tabla 26 y en la
Tabla 27, y se aplico el proceso de extraccion empleando 25 pL de la muestray
se completo el volumen a 50 pL con plasma libre de farmaco. La concentracion
interpolada y multiplicada por un factor de dilucion de 2 no debe desviarse mas
del 15% con respecto al valor nominal con un C.V. menor o igual al 15%.
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Tabla 26. Preparacion de muestras para evaluar integridad de la dilucién en sistema con un factor de dilucion de 2.

Etambutol Rifampicina Etambutol Rifampicina
Soln. A Soln. D Volumen de Concentracioén en Concentr%cién en
(1000uL|1_g/m L) (1000ukll_g/m L) Metanol (uL) sistema (ng/mL) sistema (ng/mL)
IDD 40 100 860 40000 100000
IDF 80 200 720 80000 200000

IDD: Integridad de la dilucién dentro de la curva de calibracion, IDF: Integridad de la dilucién fuera de la curva de calibracion

Tabla 27. Preparacion de muestras para evaluar integridad de la dilucién en plasma con un factor de dilucion de 2.

Rifampicina Alicuota de Etambutol Rifampicina
Etambutol . C .
Muestras en . Concentracion muestraen |[Volumen de| Concentracidn en Concentracion
. Concentracion en . : ;
sistema ; en sistema sistema plasma (uL) plasma Final en plasma
sistema (ng/mL)
(ng/mL) (uL) (ng/mL) (ng/mL)
IDD 40000 100000 50 950 2000 5000
IDF 80000 200000 50 950 4000 10000

IDD: Integridad de la dilucién dentro de la curva de calibracion, IDF;

Integridad de la diluciéon fuera de la curva de calibracion
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4.3.17. Tolerancia del método analitico

4.3.17.1. Tolerancia a plasma lipémico.

Para la evaluacion se prepararon, procesaron Yy cuantificaron por sextuplicado
las muestras plasmaticas control de calidad de rifampicina y etambutol: CC
bajo, CC medio y CC alto, utilizando plasma lipémico. Con los resultados
obtenidos se determin6é el promedio, desviacion estandar y coeficiente de
variacion de la concentracion recuperada para las 6 determinaciones (de cada

analito) en cada nivel. El coeficiente de variacidon no debe ser mayor al 15%.
4.3.17.2. Tolerancia a plasma hemolizado.

Para la evaluacion se prepararon, procesaron y cuantificaron por sextuplicado
las muestras plasmaticas control de calidad de rifampicina y etambutol: CC
bajo, CC medio y CC alto, utilizando plasma hemolizado. Con los resultados
obtenidos se determin6é el promedio, desviacion estandar y coeficiente de
variacion de la concentracion recuperada para las 6 determinaciones (de cada

analito) en cada nivel. El coeficiente de variacién no debe ser mayor al 15%.

4.3.17.3. Tolerancia al cambio en la temperatura de la columna

cromatografica 50 °C.

Para la evaluacion se prepar6 una curva de calibracion y las muestras control
de calidad CC bajo, CC medio y CC alto por sextuplicado, de acuerdo a lo
establecido en las Tabla 14 y 16. Las muestras se procesaron y cuantificaron,
modificando la temperatura de horno de la columna de 45 a 50°C. Con los
resultados obtenidos se determiné el promedio, desviacion estandar y
coeficiente de variacibn de la concentracion recuperada para las 6
determinaciones en cada nivel. EI método sera tolerante si al comparar las
concentraciones recuperadas promedio en la condicion de cambio con respecto

a la original, no se presenta una desviacién absoluta mayor al 15%.
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4.3.17.4. Tolerancia a la presencia de isoniazida y pirazinamida.

Para la evaluacidn se prepararon por sextuplicado muestras conteniendo
rifampicina (300, 2500 y 5000 ng/mL) y etambutol (60, 1000 y 2000 ng/mL),
conteniendo también isoniazida (1500 ng/mL) y pirazinamida (8750 ng/mL) con
la finalidad de observar el efecto de la presencia de éstos analitos en la
cuantificacion de rifampicina y etambutol (ver preparacién de muestras en las
Tabla 21y 22

De la misma manera y con el mismo objetivo, se prepararon muestras
correspondientes al LIC (100 ng/mL) de rifampicina por sextuplicado y se
compararon con muestras a la misma concentracion conteniendo también
etambutol, isoniazida y pirazinamida a concentraciones correspondientes a sus
Cméx (1000, 1500 y 8750 ng/mL) respectivamente (ver preparacion de
muestras en las Tabla 19 y 20). Para etambutol se prepararon muestras
correspondientes al LIC (20ng/mL) por sextuplicado y se compararon con
muestras a la misma concentracion conteniendo también rifampicina, isoniazida
y pirazinamda a concentraciones correspondientes a sus Cmax (2500, 1500 y
8750 ng/mL) respectivamente (ver preparacion de muestras en las Tabla 17
18).

Se consideré que la presencia de isoniazida y pirazinamida en las muestras
control de calidad, no afectaba la cuantificacién de rifampicina y etambutol, si la
desviaciéon absoluta (%) de su concentracion interpolada promedio no es mayor
al 15% con respecto a la concentracion interpolada promedio de las muestras
sin analitos concominantes (isoniazida y pirazinamida). Para las muestras de
LIC de rifampicina en presencia de etambutol, isoniazida y pirazinamida, se
consideré que la presencia de los analitos concominantes no afectaba en la
cuantificacion, si la desviacion absoluta (%) de su concentracion interpolada
promedio no es mayor al 20 % con respecto a la concentracion interpolada
promedio de las muestras sin analitos concominantes (etambutol, isoniazida y
pirazinamida). Para las muestras de LIC de etambutol en presencia de
rifampicina, isoniazida y pirazinamida, se consider0 que la presencia de los
analitos concominantes no afectaba en la cuantificacion, si la desviacion

absoluta (%) de su concentracion interpolada promedio no es mayor al 20 %
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con respecto a la concentracion interpolada promedio de las muestras sin

analitos concominantes (rifampicina, isonizida y pirazinamida).
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5. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

5.1. Desarrollo del método analitico.

El equipo utilizado durante el desarrollo y validacion del método analitico fue un

LC-MS/MS modelo API 5000 de AB-SCIEX.

5.1.1. Condiciones del detector y eleccién del estdndar interno.

Las condiciones 6ptimas del detector para la cuantificacién de rifampicina y

etambutol se muestran en la Tabla 28.

Tabla 28. Condiciones finales de deteccion.

Condiciones de interface:

Collision Gas (L/min) 8
Curtain Gas (psi) 40
lon Source Gas 1 (psi) 50
lon Source Gas 2 (psi) 50
lon Spray Voltage (volts) 4500
Temperature (°C) 400
Interface Heater On
Condiciones de las sefales:
Rifampicina Etambutol Menzglr;tlna
Interface Turbo Spray Turbo Spray Turbo Spray
Polaridad POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Precursor lon 823.4 205.3 180.2
Product lon 791.4 116.2 163.2
Dwell 200 200 200
DP (volts) 80 50 65
EP (volts) 10 10 9
CE (volts) 24 20 22
CXP (volts) 19 12 20
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5.1.2. Condiciones cromatogréaficas.

Las condiciones cromatograficas que mejor cumplieron con los parametros

anteriores se presentan en la Tabla 29.

Tabla 29. Condiciones cromatograficas finales.

Columna Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6 x 150 mm 5 pm
Acetato de amonio 10 mM con &acido férmico
Fase Movil 0.1% : acetonitrilo grado cromatografico

(10:90 v/v)

Fase de lavado

Acetato de amonio 10 mM con &acido férmico
0.1% : acetonitrilo grado cromatografico

(10:90 v/v)

Velocidad de Flujo 0.6 mL/min
Volumen de inyeccion 2L
Temperatura columna 45 °C
Temp. automuestreador 8°C

Tiempo de retencién aproximado

Etambutol 2.2 min
Rifampicina 2.7 min
Memantina (E.l.) 2.4 min

5.1.3. Método de extraccion.

El método de extraccién que se describe a continuacién presentd los mejores

resultados(ver Figura 26).

NOTA: Las muestras deben ser procesadas en condiciones especiales (area

con iluminacion amarilla).
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Adicionar 40 pL de la solucién
Il de clorhidrato de memantina

(2000 ng/mL) E.I.

Transferir 50 pL de muestra a
microtubo ambar de 2 mL.

\ 4

Agregar 600 pL agente precipitante
(ACN grado CLAR : MeOH grado
CLAR 75:25 viv)

A 4

[ Agitar en multivértex durante }

1 minuto.

A 4

Centrifugar a 15000 rpm
durante 6 minutos a 4°C

)

v 4

\ . .
Pasar 0.1 mL del sobrenadante Adicionar 1 mL del agente

: - precipitante (ACN grado
a un microtubo ambar de 2 mL. CLAR:MeOH grado CLAR 75:25
J

KV/V) .

A

A 4

[ Agitar en multivértex }

durante 1 minuto.

\ 4

Pasar a viales &mbar de 2 mL
con inserto e inyectar 2 pL al
sistema cromatografico.

Figura 26. Diagrama del método de extraccion para rifampicinay

etambutol en plasma.
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5.2. Resultados de validacion.

5.2.1. Adecuabilidad del sistema.

A continuacion se presentan los resultados de adecuabilidad obtenidos en las
corridas que se llevaron a cabo durante la validacion del método(ver Tabla 30 y
31). Los resultados de adecuabilidad de rifampicina y etambutol para cada
analito y corrida, cumplieron con los criterios establecidos al tener un area
relativa con un C.V. menor al 5% y un C.V. menor al 2 % en el tiempo de

retencion.
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Tabla 30. Resultados de la adecuabilidad del sistema para las corridas de validacion de rifampicina.

Rifampicina Memantina (E.l.)

, Promedio 0 Promedio 0 ] CV.%

Numero de Promedio | Tiempo 'ﬁe\r/n /00 Promedio | Tiempo ‘Igl:e\r/n /00 Area Area
corrida Area de dep Area de dep Relativa Relativa

N=6 retencion . N=6 retencion -
: Retencion . Retencion
(min) (min)

1 602576.451 2.702 0.120 756974.567 2.355 0.139 0.796 2.180

2 558267.463 2.700 0.049 700276.202 2.363 0.066 0.798 1.760

3 534071.133 2.703 0.049 720080.792 2.375 0.049 0.742 0.797

4 582930.598 2.705 0.030 765311.219 2.389 0.043 0.762 1.417

5 596167.374 2.707 0.065 645105.467 2.401 0.055 0.924 1.670

6 721396.887 2.707 0.054 638792.008 2.416 0.057 1.130 1.998

7 721940.509 2.704 0.073 855159.902 2.420 0.072 0.844 2.262

8 777110.566 2.706 0.045 974288.672 2.428 0.064 0.798 1.860

9 505354.163 2.713 0.066 516809.445 2.450 0.050 0.978 2.073

10 683518.286 2.713 0.063 650435.149 2.477 0.061 1.051 1.298
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Tabla 31. Resultados de la adecuabilidad del sistema para las corridas de validacién de etambutol.

Etambutol Memantina (E.l.)

NUmero Promedio 0 Promedio 0 . C.V.%
de Promedio | Tiempo 'ﬁe\r/np/oo Promedio | Tiempo 'Igl:e\r/np/oo RAIre_a Area
corrida Area de de Area de de elativa | pelativa

N=6 retencion . N=6 retencion .
: Retencidn . Retencidn
(min) (min)
1 650039.412 2.173 0.139 756974.567 2.355 0.139 0.859 2.116
2 542459.718 2.174 0.063 700276.202 2.363 0.066 0.775 2.207
3 708376.631 2.195 0.047 765311.219 2.389 0.043 0.926 4.313
4 697818.126 2.197 0.062 645105.467 2.401 0.055 1.081 1.087
5 522223.944 2.207 0.025 638792.008 2.416 0.057 0.817 2.775
6 646778.922 2.203 0.080 855159.902 2.420 0.072 0.757 2.700
7 980176.169 2.207 0.053 974288.672 2.428 0.064 1.006 3.158
8 405692.193 2.221 0.081 516809.445 2.450 0.050 0.785 3.428
9 798953.078 2.246 0.098 650435.149 2.477 0.061 1.229 3.229
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5.2.2. Selectividad del sistema.

Se demostro la selectividad del sistema antes de cada corrida, al no
presentarse interferencias en el tiempo de retencién de rifampicina, etambutol y
memantina (E.l.). Asi mismo no se presentd acarreamiento por parte del

sistema durante la corrida analitica.
5.2.3. Selectividad a la matriz biolégica y farmacos de uso comun.

El método mostr6 ser selectivo para los compuestos evaluados al no
presentarse interferencias con los picos de interés (rifampicina, etambutol y
E.l.). Ver Figura 27.
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rifampicina, etambutol y memantina (E.l.).
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5.2.4. Respuesta cruzada de rifampicina, etambutol y memantina (E.l.).

Las interferencias mostradas, no deben ser mayor al 5% comparada con la
respuesta del estdndar interno y no mayor al 20% con respecto a la respuesta
mostrada por el limite inferior de cuantificacion y en éste caso no se mostro
interferencia significativa en los tiempos de retencion de los analitos ausentes

en cualquiera de las muestras evaluadas. Ver Figura 28.
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Figura 28. Respuesta cruzada (RC) para rifampicina, etambutol, memantina (E.l.).
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5.2.5. Linealidad del método para rifampicina.

La relacion entre la respuesta cromatografica (area) y la concentracion en cada
curva de calibracion, fue ajustado a través de una regresion lineal por minimos
cuadrados a la ecuacién y = mx + b, con ajuste 1/x* (este modelo matematico
fue el mejor para el ajuste de los datos, al presentar la Y ER % global mas
baja), donde la variable “y” es la respuesta analitica (relacion de areas de
rifampicina/memantina (E.l.)) obtenida para su respectiva concentracion
nominal “x” de rifampicina. La linealidad del método fue definida a partir del
coeficiente de correlacion (r), cuyo valor de cumplimiento para cada curva de
calibracion fue de 0.99 o mayor, considerandose para esta evaluacion 5 curvas

de la validacion del método analitico.

El método fue lineal en el intervalo de concentraciones de 100 a 6000 ng/mL;
todos los valores de "r" obtenidos fueron mayores a 0.99. En cada punto de la
curva de calibraciébn se dio cumplimiento a los criterios establecidos para
precision y exactitud, es decir C.V. % y desviacion absoluta porcentual menor o
igual al 15% respectivamente y 20% para el limite inferior de cuantificacion. La
Tabla 32 muestra los resultados de la linealidad del método para la

cuantificacion de rifampicina en plasma.
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Tabla 32. Resultados de la linealidad del método para cuantificar rifampicina en plasma (concentracién recuperada).

Concentracion 100 250 500 1200 2250 3500 4500 6000
(ng/mL)
Curva 1 100.318 | 249.352 | 481.603 | 1176.084 | 2298.423 | 3711.505 | 4692.908 | 5461.194
Curva 2 99.529 254523 | 479.842 | 1202.032 | 2281.890 | 3572.338 | 4455.919 | 5874.436
Curva 3 100.524 | 246.331 | 493.027 | 1176.981 | 2226.925 | 3558.747 | 4503.585 | 6084.704
Curva 4 98.654 251.472 | 518169 | 1185.077 | 2323.805 | 3489.957 | 4403.102 | 5724.883
Curva 5 99.658 246.654 | 515259 | 1158.980 | 2328.818 | 3526.446 | 4279.147 | 6035.044
Promedio 99.737 249.666 | 497.580 | 1179.831 | 2291.972 | 3571.799 | 4466.932 | 5836.052
D.E. 0.738 3.433 18.215 15.631 41.065 84.326 151.548 | 252.872
C. V. (%) 0.740 1.375 3.661 1.325 1.792 2.361 3.393 4.333
Desv. Abs. (%) 0.001 0.131 0.221 1.421 2.135 2.322 0.472 2.475
Rango de
cumplimiento | g0 0 100 | 2125 425.0- 1020.0- 1912.5- 2975.0- 3825.0- 5100.0-
mlnl(nr:g}mi;qmo 287.5 575.0 1380 2587.5 4025.0 5175.0 6900.0

124



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 33. Parametros de linealidad del método para cuantificar rifampicina

en plasma.
Pendiente Ordenada R
Curval 0.00031 0.0014 0.9985
Curva 2 0.00031 0.0007 0.9997
Curva 3 0.00029 0.0016 0.9999
Curva 4 0.00029 -0.0004 0.9995
Curvas 0.00034 0.0032 0.9994
Promedio 0.00031
D. E. 0.00002
C. V. (%) 6.826

Nota: Todos los resultados reportados en la tabla anterior se obtuvieron de
resultados generados por el paquete computacional Analyst® con un ajuste
1/x2,

En la Figura 29 se reportan los datos de pendiente (b), ordenada al origen (a) y
coeficiente de correlacion para las 5 curvas de calibracion graficando
concentracion  nominal vs  respuesta (relacion de é&reas) de

rifampicina/memantina (E.I.).

LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO
2.00
1.60
S
® 1.20
=
@
& 0.80 y = 0.0003x + 0.0092
0.40 R2 =0.9993
0.00 + r r r r r .
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Concentracion Nominal (ng/mL)

Figura 29. Linealidad del método analitico para cuantificar rifampicina en

plasma.
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5.2.6. Linealidad del método para etambutol.

La relacion entre la respuesta cromatografica (area) y la concentracion en cada
curva de calibracion, fue ajustado a través de una regresion lineal por minimos
cuadrados a la ecuacién y = mx + b, con ajuste 1/x* (este modelo matematico
fue el mejor para el ajuste de los datos, al presentar la Y ER % global mas
baja), donde la variable “y” es la respuesta analitica (relacion de areas de
etambutol/memantina (E.l.)) obtenida para su respectiva concentracién nominal
“x” de etambutol. La linealidad del método fue definida a partir del coeficiente
de correlacion (r), cuyo valor de cumplimiento para cada curva de calibracion
fue de 0.99 o mayor, considerandose para esta evaluacién 5 curvas de la

validacion del método analitico.

El método fue lineal en el intervalo de concentraciones de 20 a 2250 ng/mL;
todos los valores de "r" obtenidos fueron mayores a 0.99. En cada punto de la
curva de calibraciébn se dio cumplimiento a los criterios establecidos para
precision y exactitud, es decir C.V. % y desviacion absoluta porcentual menor o
igual al 15% respectivamente y 20% para el limite inferior de cuantificacion. La
Tabla 34 muestra los resultados de la linealidad del método para la

cuantificacion de etambutol en plasma.
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Tabla 34. Resultados de la linealidad del método para cuantificar etambutol en plasma (concentracion recuperada).

Concentracion

e 20 40 150 400 800 1250 1750 2250
Curva 1 20.225 38.780 | 147.781 | 393.980 | 793.764 | 1308.963 | 1795.882 | 2147.958
Curva 2 19.403 42145 | 146412 | 397871 | 809164 | 1298.054 | 1732.543 | 2107.553
Curva 3 19.558 41072 | 152575 | 404670 | 812595 | 1236.697 | 1697.015 | 2166.244
Curva 4 19.518 41217 | 153.970 | 397.137 | 802.082 | 1250410 | 1660.895 | 2235343
Curvas 19.969 40178 | 142440 | 383288 | 876480 | 1204.628 | 1763.516 | 2235.094

Promedio 19.735 40678 | 148.636 | 395380 | 818.817 | 1259.750 | 1729.970 | 2178.438
D.E. 0.348 1.270 4.691 7.807 33.033 43.435 53.230 56.014
C.V. (%) 1.762 3.122 3.156 1.974 4.034 3.448 3.077 2571
Desv. Abs. (%) | 0.970 2.063 0.550 0.795 2723 1.145 0.786 2.830
Rango de
cumplimiento 127 5- 340.0- 680.0- 1062.5- | 1487.5- | 1912.5-
minimpo,méximo 16.0-24.0 | 34.0-46.0 | 4755 460.0 920.0 14375 2012.5 2587.5

(ng/mL)
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Tabla 35. Parametros de linealidad del método para cuantificar etambutol

en plasma.
Pendiente Ordenada r
Curval 0.0011 0.0023 0.9994
Curva 2 0.0011 0.0018 0.9991
Curva 3 0.0011 0.0012 0.9996
Curva 4 0.0012 0.0019 0.9996
Curvab 0.0013 0.0010 0.9987
Promedio 0.0012
D. E. 0.0001
C. V. (%) 8.083

Nota: Todos los resultados reportados en la tabla anterior se obtuvieron de
resultados generados por el paquete computacional Analyst® con un ajuste
/%2,

En la Figura 30 se reportan los datos de pendiente (b), ordenada al origen (a) y
coeficiente de correlacion para las 5 curvas de calibracion graficando
concentracion  nominal vs respuesta (relacibn de areas) de

etambutol/memantina (E.I.).

LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO

2.80
2.40 -

1]

~am-; 2.00 -

2 1.60 -

@

® 1.20 -

X .80 -
0.40 -
0.00

y =0.0012x + 0.0016
R2=0.9994

0 400 800 .. 1200 1600 2000
Concentracion Nominal (ng/mL)

Figura 30. Linealidad del método analitico para cuantificar etambutol en

plasma.
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5.2.7. Repetibilidad de la curva de calibracion para rifampicina.

Los resultados se muestran en la Tabla 36:

Tabla 36. Repetibilidad de las curvas de calibracion para cuantificar rifampicina en plasma (concentracion recuperada).

Concentracion de

rifampicina 100 250 500 1200 2250 3500 4500 6000
(ng/mL)
Curval 100.318 249.352 481.603 1176.084 2298.423 3711.505 4692.908 5461.194
Curva 2 100.306 248.373 493.266 1150.529 2261.422 3508.143 4619.687 6018.131
Curva 3 100.099 245.252 505.386 1186.829 2285.236 3546.724 4567.827 5718.028
Promedio 100.241 247.659 493.418 1171.147 2281.694 3588.791 4626.807 5732.451
D. E. 0.123 2.141 11.892 18.647 18.753 108.010 62.844 278.748
C. V. (%) 0.123 0.865 2.410 1.592 0.822 3.010 1.358 4.863
Desv. Abs. (%) 0.506 0.674 1.055 2.146 1.677 2.808 3.090 4.206
Rango de
cumplimiento 80.0-120.0 212.5- 425.0- 1020.0- 1912.5- 2975.0- 3825.0- 5100.0-
minimo,maximo ' ' 287.5 575.0 1380 2587.5 4025.0 5175.0 6900.0

(ng/mL)
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Tabla 37. Parametros de linealidad del método (repetibilidad de las curvas

de calibracion para rifampicina).

Pendiente Ordenada r
Curval 0.00031 0.0014 0.9985
Curva 2 0.00032 0.0003 0.9998
Curva 3 0.00032 0.0008 0.9997
Promedio 0.00032
D. E. 0.000004
C. V. (%) 1.379

Se demuestra la precision de todos los puntos de la curva de calibracion para

rifampicina.

5.2.8. Repetibilidad de la curva de calibracion para etambutol.

Los resultados se muestran en la Tabla 38:
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Tabla 38. Repetibilidad de las curvas de calibracion para cuantificar etambutol en plasma (concentracion recuperada).

Concentracion

(ng/mL) 20 40 150 400 800 1250 1750 2250
Curval 20.225 38.780 147.781 393.980 793.764 1308.963 1795.882 2147.958
Curva 2 20.169 39.085 147.613 389.051 794.058 1240.925 1830.671 2244.229
Curva 3 20.165 38.741 151.535 397.475 796.754 1296.439 1765.605 2133.936
Promedio 20.186 38.869 148.976 393.502 794.859 1282.109 1797.386 2175.374
D. E. 0.034 0.188 2.217 4.232 1.648 36.212 32.559 60.041
C. V. (%) 0.166 0.485 1.488 1.076 0.207 2.824 1.811 2.760
Desv. Abs. (%) 1.296 2477 0.322 1.268 0.283 2.940 3.080 2.966
Rango de
umaimienc | 160200 | sa0sso | 1T | 9o | wmo | s | yme | ize

(ng/mL)
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Tabla 39. Parametros de linealidad del método (repetibilidad de las curvas

de calibracion para etambutol).

5.2.9. Precision.

5.2.9.1. Repetibilidad de rifampicina.

Pendiente Ordenada r
Curval 0.0011 0.0023 0.9994
Curva 2 0.0011 0.0018 0.9997
Curva 3 0.0011 0.0015 0.9995
Promedio 0.0011
D. E. 0.00001
C. V. (%) 0.514

En la Tabla 40 se presentan los resultados correspondientes a la repetibilidad

de rifampicina, en los cuales se puede observar que el coeficiente de variacion

y la desviaciobn absoluta en cada uno de los niveles de concentracion

evaluados fue menor al 3.124% y 1.420% respectivamente.
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Tabla 40. Repetibilidad del método analitico para cuantificar rifampicina en plasma.

Muestra Lgrl‘j;?]tli?ifg:cc:gge Control Bajo Control Medio Control Alto Lirglijt:n?il;ipc):zrciio(ﬁrnde
(100 ng/mL) (300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL) (6000 ng/mL)
1 98.544 295.773 2543.725 4817.315 5949.482
2 98.483 291.232 2432.648 5090.333 5944.999
3 98.503 308.100 2465.065 5096.999 5959.965
4 98.313 292.695 2469.519 5109.996 6055.843
5 95.165 310.634 2458.726 4967.697 5994.162
6 100.911 297.240 2495.089 4752.869 5821.864
Promedio 98.320 299.279 2477.462 4972.535 5954.386
D. E. 1.832 8.140 38.151 155.327 76.917
C. V. (%) 1.863 2.720 1.540 3.124 1.292
Desv. Abs. (%) 1.420 0.024 0.639 0.286 0.498
Rango de
m"imnp;i’mg}?o 80.0-120.0 255.0-345.0 2125-2875.0 4250.0-5750.0 5100.0-6900.0
(ng/mL)

133



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.2.9.2. Repetibilidad de etambutol.

En la Tabla 41 se presentan los resultados correspondientes a la repetibilidad
de etambutol, en los cuales se puede observar que el coeficiente de variacion y
la desviacion absoluta en cada uno de los niveles de concentracién evaluados

fue menor al 10.024% y 6.211% respectivamente.
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Tabla 41. Repetibilidad del método analitico para cuantificar etambutol en plasma.

Limite Inferior de

Control Bajo

Control Medio

Control Alto

Limite Superior de

Muestra C%ggt:é‘;;c:)é n (60 ng/mL) (1000 ng/mL) (2000 ng/mL) (Egggé'fr']‘;";‘;'l‘_’)”
1 18.067 57.199 947.174 1869.058 2106.806
2 22.479 54.230 951.013 1962.647 2123.462
3 17.633 55.864 944.785 1897.305 2087.704
4 17.585 53.842 930.369 1940.246 2148.747
5 18.222 58.503 959.015 1905.587 2083.709
6 19.791 56.988 957.442 1868.597 2065.364
Promedio 18.963 56.104 948.300 1907.240 2102.632
D.E. 1.901 1.812 10.401 37.979 30.159
C. V. (%) 10.024 3.230 1.097 1.991 1.434
Desv. Abs. (%) 4.843 6.153 4.826 4.292 6.211
Rango de
cumplimiento 16.0-24.0 51.0-69.0 850.0-1150.0 1700.0-2300.0 1912.0-2587.5

minimo,maximo
(ng/mL)
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5.2.10. Reproducibilidad y exactitud de rifampicina

En la Tabla 42 se muestran los resultados de la reproducibilidad del método y
exactitud para rifampicina, en donde se observa que el coeficiente de variacion

entre los diferentes dias de trabajo fue de 2.28 a 2.514%, mientras que la

desviacion absoluta fue

igual

concentraciones evaluadas.

0O menor

a 1.937%,

en las diferentes

Tabla 42. Reproducibilidad del método analitico para cuantificar

rifampicina en plasma.

Concentracion recuperada
Dia Control Bajo Control Medio) Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
295.428 2565.554 5071.411
293.760 2511.579 4922.159
L 295.184 2579.024 4895.590
293.821 2509.726 5118.102
302.519 2579.931 5055.379
290.496 2587.841 4962.313
295.773 2543.725 4817.315
291.232 2432.648 5090.333
5 308.100 2465.065 5096.999
292.695 2469.519 5109.996
310.634 2458.726 4967.697
297.240 2495.089 4752.869
300.040 2659.151 5061.555
303.994 2622.116 4964.019
3 305.054 2581.445 5159.411
301.455 2557.624 5144.773
293.954 2623.453 5019.978
317.460 2508.279 4921.139
Promedio 299.380 2541.694 5007.280
D. E. 7.398 63.900 114.474
C. V. (%) 2.471 2.514 2.286
Desv. Abs. (%) 0.057 1.937 0.411
Rango de
cumplimiento | »5g o 345 g 2125-2875.0 4250.0-5750.0
minimo,maximo
(ng/mL)
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5.2.11. Reproducibilidad y exactitud del método de etambutol.

En la Tabla 43 se muestran los resultados de la reproducibilidad del método y

exactitud para etambutol, en donde se observa que el coeficiente de variacién

entre los diferentes dias de trabajo fue de 2.28 a 2.514%, mientras que la

desviacion absoluta fue igual o menor

concentraciones evaluadas.

a 1.937%,

las diferentes

Tabla 43. Reproducibilidad del método analitico para cuantificar

etambutol en plasma.

Concentracion recuperada

Dia Control Bajo Control Medio Control Alto
(60 ng/mL) (1000 ng/mL) (2000 ng/mL)
59.251 1046.448 2032.574
59.992 1052.995 1973.000
1 59.203 1061.848 1957.202
58.654 1047.294 2045.812
57.321 1067.455 1988.239
57.608 1085.685 1994.305
57.199 947.174 1869.058
54.230 951.013 1962.647
2 55.864 944.785 1897.305
53.842 930.369 1940.246
58.503 959.015 1905.587
56.988 957.442 1868.597
58.214 984.262 1907.325
59.204 999.656 1926.662
3 64.818 985.670 1917.675
66.824 965.936 1973.985
58.507 914.490 1898.412
59.673 939.049 2025.481
Promedio 58.661 991.144 1949.117
D. E. 3.135 54.625 54513
C. V. (%) 5.344 5511 2.797
Desv. Abs. (%) 1.877 0.527 2.191
Rango de
cumplimiento 51.0-69.0 850.0-1150.0 | 1700.0-2300.0

minimo,maximo
(ng/mL)
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5.2.12. Efecto matriz de rifampicina, etambutol y memantina.

En la evaluacion de la selectividad sobre el efecto matriz se obtuvieron los
siguientes resultados, en ellos se puede observar que para rifampicina se tiene
0.303% de efecto matriz global, para etambutol se tiene 4.485% vy para
memantina (E.l.) se tiene -1.446% de efecto matriz global, sin embargo, el
efecto matriz mostrado no afecta la precision del método analitico dado que los
coeficientes de variacion fueron menores a 15%. Ver resultados en las Tabla
44 a 50.
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Tabla 44. Evaluacion del efecto matriz para rifampicina.

Determinacion 1 | Determinacion 2 | Area promedio en Area :
Plasma " < . % Factor Matriz
Area Area blanco de plasma | sistema
1 459121.979 467201.231 463161.605 484403.056 97.209
2 460075.330 466310.026 463192.678 480431.191 97.216
3 469215.212 467691.231 468453.222 481174.955 98.320
4 461384.551 478964.643 470174.597 472232.868 98.681
5 495151.930 482952.436 489052.183 468985.168 102.643
6 506900.346 520869.708 513885.027 471527.388 107.855
Mezcla 478359.433 476467.803 477413.618 - 100.200
Promedio global 477904.704 476459.104 100.303
D. E. 18266.449 6311.350 3.834
C. V. (%) 3.822 1.325 3.822
% Efecto matriz 0.303
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Tabla 45. Evaluacion del efecto matriz para etambutol.

Determinacion 1 | Determinacion 2 | Area promedio en Area :
Plasma 0 < : % Factor Matriz
Area Area blanco de plasma | sistema
1 437851.118 447704.726 442777.922 473997.335 98.997
2 449311.700 464365.466 456838.583 466216.732 102.141
3 465902.618 454297.358 460099.988 449188.391 102.870
4 454912.464 472069.361 463490.913 434539.946 103.628
5 487290.464 470251.962 478771.213 433166.423 107.045
6 488842.653 506240.179 497541.416 426465.169 111.242
Mezcla 468793.607 474699.548 471746.578 - 105.474
Promedio global 467323.802 447262.333 104.485
D. E. 17526.280 19343.294 3.919
C. V. (%) 3.750 4,325 3.750
% Efecto matriz 4.485
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Tabla 46. Evaluacién del efecto matriz para memantina (E.l.).

Determinaciéon 1 | Determinacion 2 | Area promedio en Area .

Plasma Area Area blanc% de plasma | sistema % Factor Matriz
1 476058.351 484015.711 480037.031 493046.870 96.850
2 479556.499 499076.034 489316.267 506314.756 98.722
3 476976.454 476862.096 476919.275 505479.258 96.221
4 491681.786 496799.985 494240.886 482027.136 99.716
5 498609.714 491501.637 495055.676 497425.371 99.880
6 484654.708 491820.705 488237.707 489598.893 98.505
Mezcla 498785.788 492369.589 495577.689 - 99.986
Promedio global 488483.504 495648.714 98.554
D. E. 7444.198 9407.209 1.502
C. V. (%) 1.524 1.898 1.524

% Efecto matriz -1.446
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Tabla 47. Evaluacion del efecto matriz relativo para rifampicina/memantina

(E.L).
Arearelativa | Arearelativa del | % Factor matriz
Plasma ! . .
del método sistema relativo
1 0.965 0.982 100.350
2 0.947 0.949 98.454
3 0.982 0.952 102.160
4 0.951 0.980 98.942
5 0.988 0.943 102.745
6 1.053 0.963 109.470
Mezcla 0.963 - 100.195
Promedio global 0.978 0.961 101.760
D. E. 0.036 0.017 3.739
C. V. (%) 3.674 1.723 3.674
% Efecto Global 1.760

Tabla 48. Evaluacién del factor matriz normalizado para

rifampicina/memantina E.l. (FMI).

% Factor matriz % Factor matriz
Plasma . . ) FMI
rifampicina memantina (E.l.)
1 97.209 96.850 1.004
2 97.216 98.722 0.985
3 98.320 96.221 1.022
4 98.681 99.716 0.990
5 102.643 99.880 1.028
6 107.855 98.505 1.095
Mezcla 100.200 99.986 1.002
Promedio global 100.303 98.554 1.018
D. E. 3.834 1.502 0.037
C. V. (%) 3.822 1.524 3.674
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Tabla 49. Evaluacion del efecto matriz relativo para etambutol/memantina

E.l. (FMI).
Arearelativa | Arearelativa | % Factor matriz
Plasma ! : .
del método del sistema relativo
1 0.922 0.961 102.219
2 0.934 0.921 103.465
3 0.965 0.889 106.912
4 0.938 0.901 103.926
5 0.967 0.871 107.175
6 1.019 0.871 112.932
Mezcla 0.952 - 105.491
Promedio global 0.957 0.902 106.017
D. E. 0.032 0.035 3.549
C. V. (%) 3.347 3.834 3.347
% Efecto Global 6.017

Tabla 50. Evaluacion del factor matriz normalizado para

etambutol/memantina E.l. (FMI).

% Factor matriz % Factor matriz
Plasma : FMI
etambutol memantina (E.l.)
1 98.997 96.850 1.022
2 102.141 98.722 1.035
3 102.870 96.221 1.069
4 103.628 99.716 1.039
5 107.045 99.880 1.072
6 111.242 98.505 1.129
Mezcla 105.474 99.986 1.055
Promedio global 104.485 98.554 1.060
D. E. 3.919 1.502 0.035
C. V. (%) 3.750 1.524 3.347
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5.2.13. Recobro de rifampicina, etambutol y memantina (E.l.).

El recobro fue definido como el cociente de la respuesta cromatogréfica
promedio de muestras plasmaticas entre sus correspondientes muestras del
analito en solucién a concentraciones equivalentes, pero que no fueron

sometidas al procedimiento de extraccion.

El recobro del método analitico para cuantificar rifampicina y etambutol en
plasma fue constante en las concentraciones evaluadas (muestras control de
calidad bajo, medio y alto), presentando una desviacion de los promedios
individuales con respecto al global, menor al 15%. Los resultados se muestran
en las Tabla 51y 52.
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Tabla 51. Recobro absoluto del método analitico para cuantificar

rifampicina en plasma.

Nivel de concentracién AREAS z Recobro | % Desv.
SISTEMA METODO
65359.177 64744.146
68022.149 64637.726
Control Bajo 67975.645 65592.842
(300 ng/mL) 66640.390 64853.661
68682.895 63882.936
67877.913 68122.328
Promedio 67426.362 65305.606 | 96.855 | 2.791
581112.168 547428.600
584455.871 520949.531
Control Medio 573357.977 543554.609
(2500 ng/mL) 593308.558 534855.583
563557.133 534423.805
566953.649 508741.292
Promedio 577124.226 531658.903 | 92.122 | 2.232
1131714.679 | 1039046.694
1155692.888 | 1035617.071
Control Alto 1093995.519 | 1044637.290
(5000 ng/mL) 1075191.245 | 1084203.649
1117487.845 | 1084621.490
1147160.741 | 1009529.906
Promedio 1120207.153 | 1049609.350 | 93.698 | 0.559
Promedio Global 94.225 1.861
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Tabla 52. Recobro absoluto del método analitico para cuantificar

etambutol en plasma.

Nivel de AREAS Recobro | % Desv.
concentracion SISTEMA METODO
39556.365 37185.078
36194.511 37441.671
Control Bajo 36322.403 38656.509
(60 ng/mL) 37351.701 36631.169
39447.330 40915.871
41398.414 38902.869
Promedio 38378.454 38288.861 99.767 3.550
635986.207 599127.572
692716.998 646097.917
Control Medio 666077.414 660356.665
(1000 ng/mL) 650991.585 627528.771
648597.989 625090.457
652203.265 578509.735
Promedio 657762.243 622785.186 94.682 1.727
1349256.725 | 1266492.106
1257048.667 | 1216009.306
Control Alto 1464970.178 | 1206260.443
(2000 ng/mL) 1315453.583 | 1250797.509
1247713.767 | 1225885.021
1184088.041 | 1230030.340
Promedio 1303088.494 | 1232579.121 94.589 1.824
Promedio Global 96.346 2.367
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Por otro lado el recobro absoluto del E.Il. (Memantina) se muestra a
continuacion (Tabla 53):

Tabla 53. Recobro absoluto de memantina (E.l.) en plasma.

Concentracion - AREAS - %
Sistema Método Recobro
773510.962 743885.749
783516.926 733181.944
791171.339 741477.197
778054.771 741711.852
809546.687 748898.392
784314.722 740507.846
816378.643 721639.791
833484.190 696412.788
812114.086 738054.312
5.289 ng/mL 859631.060 732991.497
822307.456 714061.927
802476.624 710888.150
819392.531 720325.474
837658.131 732038.360
813769.431 710480.837
794943.104 739486.504
815438.818 758141.057
784070.888 719809.066
Promedio 807321.132 730221.819 90.450

5.2.14. Limite de deteccion y Limite inferior de cuantificacion para

rifampicina.

La sensibilidad del método para rifampicina fue determinada a partir de la
concentracion minima cuantificable o limite inferior de cuantificacion (LIC) y del

limite de deteccién (LD). En la Tabla 54 se muestran los resultados:
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Tabla 54. Evaluacién del limite de deteccion y del limite inferior de

cuantificacion para rifampicina.

Concentracion recuperada
Muestra Limite de Deteccion Limite Inferior
(50 ng/mL) de Cuantificacion
(100 ng/mL)

1 48.876 98.544

2 45,923 98.483

3 49.827 98.503

4 46.026 98.313

5 46.128 95.165

6 45.881 100.911
Promedio 47.110 98.320
D.E. 1.764 1.832
C. V. (%) 3.745 1.863
Desv. Abs. (%) 5.530 1.420

Para rifampicina se determind 100 ng/mL como el limite inferior de
cuantificacion, obteniendo un C.V.%= 1.863 y una Desv. Abs%= 1.420.

Se determin6 como limite de deteccion 50 ng/mL, siendo la relacion sefal ruido
mayor a 3 (relacion sefial ruido de 40), obteniendo un C.V.%= 3.745 y una
Desv. Abs%= 5.530. Sin embargo los resultados obtenidos, muestran que la
concentracion que se estableci6 como limite de deteccibn cumplen con los
criterios de un limite de cuantificacion, pero para los fines de este trabajo el

limite de cuantificacion establecido (100 ng/mL) fue suficiente.

En la Figura 31 se muestra el cromatograma caracteristico de las muestras
pertenecientes al limite inferior de cuantificacion y de deteccion para

rifampicina.
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Figura 31. Limite de Deteccion (LD) e Inferior de Cuantificacién (LIC) para

rifampicina.
5.2.15. Limite inferior de cuantificacién y Limite de deteccién para

etambutol.

La sensibilidad del método para etambutol fue determinada a partir de la
concentracion minima cuantificable o limite inferior de cuantificacion (LIC) y del

limite de deteccién (LD). En la Tabla 55 se muestran los resultados:
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Tabla 55. Evaluacion del limite de deteccién e inferior de cuantificacién de

etambutol.

Concentracion recuperada

Muestra Limite de Deteccion q Limite I_n_ferio_r,

(10 ng/mL) e Cuantificacion
(20 ng/mL)

1 10.449 18.067
2 8.406 22.479
3 10.213 17.633
4 9.210 17.585
5 9.426 18.222
6 9.224 19.791
Promedio 9.488 18.963
D.E. 0.744 1.901
C. V. (%) 7.846 10.024
Desv. Abs. (%) 4.777 4.843

Para etambutol se determind 20 ng/mL como el limite inferior de cuantificacion,
obteniendo un C.V. %= 10.024 y una Desv. Abs%= 4.843.

Se determin6é como limite de deteccion 10 ng/mL, siendo la relacion sefial ruido
mayor a 3 (relacion sefial ruido de 9) y un C.V.% 7.846 y una Desv. Abs%=
4.777.

En la Figura 32 se muestra el cromatograma caracteristico de las muestras
pertenecientes al limite inferior de cuantificacién y de deteccién para etambutol.
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Figura 32. Limite de Deteccion (LD) e Inferior de Cuantificacién (LIC) para

etambutol.
5.2.16. Estabilidad

5.2.16.1. Ciclos de congelacion-descongelacién para rifampicina 'y

etambutol.

Se evaluaron cuatro ciclos de congelacién- descongelacion para las muestras
plasmaticas, los resultados para rifampicina se muestran en la Tabla 56,

mientras los resultados de etambutol se muestran en la Tabla 57.
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Tabla 56. Estabilidad de rifampicina en plasma (CICLO 4).

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
1 306.451 2474.600 4845.260
2 293.106 2485.767 4810.693
3 293.670 2371.754 4652.494
4 292.792 2463.600 4615.816
5 290.364 2395.580 4807.061
6 289.421 2366.791 4848.306
Promedio 294.301 2426.349 4763.272
D. E. 6.181 54.260 102.112
C. V. (%) 2.100 2.236 2.144

Concentraciones plasmaticas después del CICLO 4

1 274.025 2330.764 4536.285
2 291.864 2302.897 4949.322
3 280.839 2442.773 4934.454
4 266.616 2472.866 4834.694
5 284.809 2520.894 4572.998
6 296.260 2440.120 4750.054
Promedio 282.402 2418.386 4762.968
D. E. 11.038 84.331 177.156
C. V. (%) 3.909 3.487 3.719
Desv. Abs. (%) 4.043 0.328 0.006
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Tabla 57. Estabilidad de etambutol en plasma (CICLO 4).

Concentraciones plasméaticas de muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(60 ng/mL) (2000 ng/mL) (2000 ng/mL)
1 60.559 949.818 1982.275
2 59.572 988.713 1942.856
3 59.279 951.373 1928.146
4 58.739 974.460 1857.326
5 59.334 919.654 1916.583
6 58.759 944.348 1955.472
Promedio 59.374 954.728 1930.443
D. E. 0.669 24.156 42.451
C. V. (%) 1.126 2.530 2.199

Concentraciones plasmaticas después del CICLO 4

1 52.440 914.023 1752.074

2 54.613 891.835 1884.873

3 55.633 924.132 1891.647

4 53.704 941.165 1810.695

5 57.226 950.822 1785.751

6 58.343 912.234 1832.438

Promedio 55.327 922.369 1826.246
D. E. 2.203 21.310 55.020
C. V. (%) 3.983 2.310 3.013
Desv. Abs. (%) 6.816 3.389 5.398

La prueba cumple con 4 ciclos de congelacion/descongelacion al presentarse
coeficientes de variacion menores al 15% y presentar una diferencia no mayor
al 15% con respecto al valor de referencia (muestras recién preparadas) por lo
gue se puede concluir que las muestras plasmaticas conteniendo rifampicina y
etambutol son estables después de cuatro ciclos congelacién-descongelacion a
-70°C.
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5.2.16.2. Estabilidad a temperatura ambiente pararifampicinay
etambutol.

Se demostr6 una estabilidad de las muestras plasmaticas conteniendo
rifampicina y etambutol almacenadas a temperatura ambiente durante 24
horas, ya que las muestras control de calidad presentaron una desviacion
absoluta menor al 15% con respecto al valor de muestras control de calidad de
recién preparacion. Los resultados de estabilidad a temperatura ambiente para
rifampicina se presentan en la Tabla 58, mientras que para etambutol se

presentan en la Tabla 59.
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Tabla 58. Estabilidad de rifampicina en plasma 24 horas (temperatura
ambiente 15-30°C).

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Control Bajo

Control Medio

Control Alto

Muestra (300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)

1 282.394 2450.979 4819.586

2 293.468 2669.691 4734.692

3 289.820 2427.212 4700.763

4 267.185 2492.607 4740.254

5 274.820 2414.663 5167.606

6 285.252 2552.220 5001.463

Promedio 282.157 2501.229 4860.727

D.E. 9.739 96.489 185.289
C. V. (%) 3.452 3.858 3.812

Concentraciones plasméticas después de 24 h

1 251.601 2292.079 4474.333

2 252.982 2315.669 4508.219

3 262.542 2246.057 4513.136

4 267.145 2319.214 4496.306

5 262.598 2308.321 4308.112

6 276.052 2242.788 4498.630

Promedio 262.153 2287.355 4466.456
D. E. 9.098 34.555 78.720
C. V. (%) 3.471 1.511 1.762
Desv. Abs. (%) 7.089 8.551 8.111
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Tabla 59. Estabilidad de etambutol en plasma 24 horas (temperatura
ambiente 15-30°C).

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Muestra

Control Bajo

Control Medio

Control Alto

(60 ng/mL) (21000 ng/mL) (2000 ng/mL)

1 55.589 947.529 1888.288

2 54.052 1025.949 1862.254

3 55.110 971.718 1834.430

4 55.499 977.016 1865.812

5 54.766 941.253 1977.787

6 58.830 981.078 1881.253

Promedio 55.641 974.091 1884.971
D. E. 1.659 30.120 49.147
C. V. (%) 2.982 3.092 2.607

Concentraciones plasmaticas después de 24 h

1 54.173 903.548 1812.155

2 54.758 932.108 1814.711

3 53.344 893.903 1806.378

4 55.293 913.058 1755.389

5 55.811 898.403 1693.272

6 57.026 903.081 1760.213

Promedio 55.068 907.350 1773.686
D.E. 1.289 13.705 47.359
C. V. (%) 2.341 1.510 2.670
Desv. Abs. (%) 1.031 6.852 5.904
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5.2.16.3. Estabilidad en refrigeracion para rifampicina y etambutol.

Se demostré la estabilidad de las muestras plasmaticas conteniendo
rifampicina y etambutol almacenadas en refrigeracion durante 24 horas, ya que
las muestras control de calidad presentaron una desviacion absoluta menor al
15% con respecto al valor de muestras control de calidad de recién
preparacion. Los resultados de estabilidad en refrigeracién para rifampicina se
presentan en la Tabla 60, mientras que para etambutol se presentan en la
Tabla 61.
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Tabla 60. Estabilidad de rifampicina en plasma 24 horas (refrigeracion 2-

8°C).

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
1 282.394 2450.979 4819.586
2 293.468 2669.691 4734.692
3 289.820 2427.212 4700.763
4 267.185 2492.607 4740.254
5 274.820 2414.663 5167.606
6 285.252 2552.220 5001.463
Promedio 282.157 2501.229 4860.727
D. E. 9.739 96.489 185.289
C.V. (%) 3.452 3.858 3.812

Concentraciones plasméticas después de 24 h

1 255.701 2234.587 4491.545
2 271.915 2223.927 4591.899
3 274.209 2400.424 4857.302
4 251.525 2254.611 4571.304
5 251.918 2295.618 4653.803
6 253.199 2255.690 4489.782
Promedio 259.745 2277.476 4609.273
D. E. 10.444 65.038 136.662
C. V. (%) 4.021 2.856 2.965
Desv. Abs. (%) 7.943 8.946 5.173
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Tabla 61. Estabilidad de etambutol en plasma 24 horas (refrigeracion 2-

8°C).

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Muestra

Control Bajo

Control Medio

Control Alto

(60 ng/mL) (2000 ng/mL) (2000 ng/mL)

1 55.589 947.529 1888.288

2 54.052 1025.949 1862.254

3 55.110 971.718 1834.430

4 55.499 977.016 1865.812

5 54.766 941.253 1977.787

6 58.830 981.078 1881.253

Promedio 55.641 974.091 1884.971
D. E. 1.659 30.120 49.147
C. V. (%) 2.982 3.092 2.607

Concentraciones plasméaticas después de 24 h

1 53.051 847.204 1706.993

2 53.178 817.464 1738.241

3 52.149 893.078 1829.632

4 48.713 853.452 1722.967

5 50.030 850.776 1762.742

6 50.209 855.861 1677.739

Promedio 51.222 852.973 1739.719
D. E. 1.832 24.149 52.554
C. V. (%) 3.576 2.831 3.021
Desv. Abs. (%) 7.943 12.434 7.706
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5.2.16.4. Estabilidad de la muestra procesada para rifampicinay

etambutol.

En este caso, las muestras procesadas permanecieron en el automuestreador
a 8°C y fueron inyectadas a las 6.5, 8.0, 9.4, 10.5, 12.0, 13.4 y 31.5 horas
posteriores a su procesamiento. Los resultados para rifampicina se presentan
en la Tabla 62, donde se puede observar que rifampicina fue estable en la
solucion de inyeccion durante 31.5 horas. Los resultados de etambutol se
presentan en la Tabla 63, siendo que para etambutol la estabilidad en la
solucién de inyeccion fue de 12.0 horas después de su preparacion ya que
después de ese tiempo se presentaron desviaciones absolutas mayores al
15%.
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Tabla 62. Estabilidad de rifampicina en muestra procesada 31.5 horas

(automuestreador a 8°C).

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)

1 295.773 2543.725 4817.315

2 291.232 2432.648 5090.333

3 308.100 2465.065 5096.999

4 292.695 2469.519 5109.996

5 310.634 2458.726 4967.697

6 297.240 2495.089 4752.869

Promedio 299.279 2477.462 4972.535

D. E. 8.140 38.151 155.327
C. V. (%) 2.720 1.540 3.124

Concentraciones plasméticas después de 31.5h

1 303.814 2480.338 5155.443

2 307.883 2446.065 4862.732

3 300.465 2528.419 4849.729

4 293.211 2591.648 4977.979

5 289.476 2557.360 4900.781

6 299.430 2614.852 4925.106

Promedio 299.047 2536.447 4945.295

D. E. 6.762 64.828 112.756
C. V. (%) 2.261 2.556 2.280
Desv. Abs. (%) 0.078 2.381 0.548
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Tabla 63. Estabilidad de etambutol en muestra procesada 12.0 horas

(automuestreador a 8 °C).

Respuesta analitica (area relativa) de muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto

(60 ng/mL) (21000 ng/mL) (2000 ng/mL)
1 0.068 1.172 2.275
2 0.069 1.179 2.208
3 0.068 1.189 2.190
4 0.068 1.173 2.289
5 0.066 1.196 2.225
6 0.067 1.216 2.232
Promedio 0.068 1.188 2.237
D. E. 0.001 0.017 0.038
C. V. (%) 1.526 1.414 1.716

Respuesta analitica (area relativa) de muestras plasmaticas después de
12.0h

1 0.057 1.023 1.923
2 0.060 1.025 1.900
3 0.061 1.024 1.911
4 0.060 1.010 2.026
5 0.059 1.040 1.922
6 0.058 1.071 1.884
Promedio 0.059 1.032 1.928
D. E. 0.001 0.021 0.050
C. V. (%) 2.488 2.061 2.612
Desv. Abs. (%) 12.562 13.081 13.809

162




RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.2.16.5. Estabilidad a largo plazo de rifampicinay etambutol en

congelaciéon a -70 °C durante 336 dias.

Se demostro la estabilidad de rifampicina y etambutol en muestras plasmaticas
durante 336 dias en congelacion a -70°C, ya que las muestras control de
calidad presentaron para cada analito una desviacién absoluta menor al 15%
con respecto al valor de muestras control de calidad de recién preparacion. Los
resultados de estabilidad a largo plazo (336 dias en congelacién a -70°C) para
rifampicina se presentan en las Tabla 64 y 65; mientras que para etambutol se
presentan en las Tabla 66 y 67.
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Tabla 64. Estabilidad a largo plazo de rifampicina en congelacion a-70°C

durante 336 dias (concentracion plasmatica).

Concentraciones plasméticas de muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
1 297.497 2487.387 5029.550
2 306.855 2640.428 5028.914
3 306.235 2586.912 5152.092
4 305.879 2589.552 5248.314
5 306.750 2560.581 5078.415
6 299.708 2519.560 5128.448
Promedio 303.821 2564.070 5110.956
D.E. 4.117 54.544 84.003
C.V. (%) 1.355 2.127 1.644

Concentraciones plasméticas de muestras almacenadas en congelacion
a -70 °C durante 336 dias en presencia de etambutol

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
1 307.116 2598.127 5416.091
2 303.308 2643.487 5500.363
3 324.665 2583.507 5321.526
4 304.280 2631.085 5596.548
5 317.171 2744.614 5336.543
6 312.319 2786.502 5344.978
Promedio 311.477 2664.554 5419.342
D.E. 8.302 82.251 109.481
C.V. (%) 2.665 3.087 2.020
Desv. Abs. (%) 2.520 3.919 6.034
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Tabla 65. Estabilidad a largo plazo de rifampicina en congelacion a-70°C

durante 336 dias (% de recuperacion).

% de recuperacion de muestras plasmaticas recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
1 99.166 99.495 100.591
2 102.285 105.617 100.578
3 102.078 103.476 103.042
4 101.960 103.582 104.966
5 102.250 102.423 101.568
6 99.903 100.782 102.569
Promedio 101.274 102.563 102.219
D.E. 1.372 2.182 1.680
C.V. (%) 1.355 2.127 1.644

% de recuperacion de muestras almacenadas en congelaciéon a -70 °C
durante 336 dias en presencia de etambutol

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
1 102.372 103.925 108.322
2 101.103 105.739 110.007
3 108.222 103.340 106.431
4 101.427 105.243 111.931
5 105.724 109.785 106.731
6 104.106 111.460 106.900
Promedio 103.826 106.582 108.387
D.E. 2.767 3.290 2.190
C.V. (%) 2.665 3.087 2.020
Desv. Abs. (%) 2.520 3.919 6.034
Criterio de 85.000-115.000 | 85.000-115.000 | 85.000-115.000
aceptacion
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Tabla 66. Estabilidad a largo plazo de etambutol en congelacion a -70°C

durante 336 dias (concentraciones plasmaticas).

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(60 ng/mL) (2000 ng/mL) (2000 ng/mL)
1 58.685 948.154 1798.752
2 61.605 1007.732 1824.740
3 59.811 973.720 1772.415
4 60.333 960.702 1865.909
5 59.778 945.618 1722.601
6 57.988 947.492 1784.556
Promedio 59.700 963.903 1794.829
D.E. 1.266 23.997 48.554
C.V. (%) 2.120 2.490 2.705

Concentraciones plasméticas de muestras almacenadas en congelacion
a -70 °C durante 336 dias en presencia de rifampicina

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(50 ng/mL) (850 ng/mL) (1700 ng/mL)
1 55.727 864.117 1724.219
2 54.867 876.424 1724.962
3 56.857 855.483 1666.414
4 54.601 854.001 1743.301
5 57.052 901.273 1673.984
6 55.842 905.505 1681.711
Promedio 55.824 876.134 1702.432
D.E. 1.000 22.607 32.213
C.V. (%) 1.791 2.580 1.892
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Tabla 67. Estabilidad a largo plazo de etambutol en congelacion a -70°C

durante 336 dias (% de recuperacion).

% de recuperacion de muestras plasmaticas recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(60 ng/mL) (2000 ng/mL) (2000 ng/mL)
1 97.808 94.815 89.938
2 102.675 100.773 91.237
3 99.685 97.372 88.621
4 100.555 96.070 93.295
5 99.630 94.562 86.130
6 96.647 94.749 89.228
Promedio 99.500 96.390 89.741
D.E. 2.109 2.400 2.428
C.V. (%) 2.120 2.490 2.705

% de recuperacion de muestras almacenadas en congelacién a -70 °C
durante 336 dias en presencia de rifampicina

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(50 ng/mL) (850 ng/mL) (1700 ng/mL)
1 111.454 101.661 101.425
2 109.734 103.109 101.468
3 113.714 100.645 98.024
4 109.202 100.471 102.547
5 114.104 106.032 98.470
6 111.684 106.530 98.924
Promedio 111.649 103.075 100.143
D.E. 1.999 2.660 1.895
C.V. (%) 1.791 2.580 1.892
Desv. Abs. (%) 12.210 6.935 11.591
Criterio de 85.000-115.000 | 85.000-115.000 | 85.000-115.000
aceptacion
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5.2.16.6. Estabilidad a largo plazo de rifampicina y etambutol en
congelaciéon a -70 °C durante 281 dias, en presencia de
isoniazida y pirazinamida a concentraciones de 1500 y

8750 ng/mL respectivamente.

Se demostré la estabilidad de rifampicina y etambutol en presencia de
isoniazida y pirazinamida en muestras plasmaticas durante 281 dias en
congelacion a -70°C, ya que las muestras control de calidad presentaron para
cada analito una desviacion absoluta menor al 15% con respecto al valor de
muestras control de calidad de recién preparacion. Los resultados de
estabilidad a largo plazo (281 dias en congelacion a -70°C) para rifampicina se
presentan en las Tabla 68 y 69, mientras que para etambutol se presentan en
las Tabla 70 y 71, esto en presencia de isoniazida y pirazinamida a

concentraciones de 1500 y 8750 ng/mL respectivamente.
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Tabla 68. Estabilidad a largo plazo de rifampicina en congelacion a -70°C

en presencia de etambutol, isoniazida y pirazinamida.

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
1 297.497 2487.387 5029.550
2 306.855 2640.428 5028.914
3 306.235 2586.912 5152.092
4 305.879 2589.552 5248.314
5 306.750 2560.581 5078.415
6 299.708 2519.560 5128.448
Promedio 303.821 2564.070 5110.956
D.E. 4,117 54.544 84.003
C.V. (%) 1.355 2.127 1.644

Concentraciones plasmaticas de muestras almacenadas en congelacion
a -70 °C durante 281 dias.

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
1 327.607 2615.556 5628.954
2 323.673 2685.118 5404.756
3 319.479 2693.187 5386.345
4 315.896 2683.151 5342.068
5 320.550 2670.316 5220.707
6 319.419 2714.747 5197.481
Promedio 321.104 2677.013 5363.385
D.E. 4.045 33.498 155.629
C.V. (%) 1.260 1.251 2.902
Desv. Abs. (%) 5.689 4.405 4.939
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Tabla 69. Estabilidad a largo plazo de rifampicina en congelacion a -70°C

en presencia de etambutol, isoniazida y pirazinamida (% de recuperacion).

% de recuperacion de muestras plasmaticas recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
1 99.166 99.495 100.591
2 102.285 105.617 100.578
3 102.078 103.476 103.042
4 101.960 103.582 104.966
5 102.250 102.423 101.568
6 99.903 100.782 102.569
Promedio 101.274 102.563 102.219
D.E. 1.372 2.182 1.680
C.V. (%) 1.355 2.127 1.644

% de recuperacion de muestras almacenadas en congelacién a -70 °C
durante 281 dias.

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
1 109.202 104.622 112.579
2 107.891 107.405 108.095
3 106.493 107.727 107.727
4 105.299 107.326 106.841
5 106.850 106.813 104.414
6 106.473 108.590 103.950
Promedio 107.035 107.081 107.268
D.E. 1.348 1.340 3.113
C.V. (%) 1.260 1.251 2.902
Desv. Abs. (%) 5.689 4.405 4.939
Criterio de 85.000-115.000 | 85.000-115.000 | 85.000-115.000
aceptacion
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Tabla 70. Estabilidad a largo plazo de etambutol en congelacion a -70°C

en presencia de etambutol, isoniazida y pirazinamida.

Concentraciones plasméticas de muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(60 ng/mL) (2000 ng/mL) (2000 ng/mL)
1 58.685 948.154 1798.752
2 61.605 1007.732 1824.740
3 59.811 973.720 1772.415
4 60.333 960.702 1865.909
5 59.778 945.618 1722.601
6 57.988 947.492 1784.556
Promedio 59.700 963.903 1794.829
D.E. 1.266 23.997 48.554
C.V. (%) 2.120 2.490 2.705

Concentraciones plasmaticas de muestras almacenadas en congelacion
a -70 °C durante 281 dias.

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(60 ng/mL) (1000 ng/mL) (2000 ng/mL)
1 64.292 1017.476 2051.968
2 67.191 991.728 1973.797
3 65.488 1047.644 1950.846
4 64.325 1031.592 1951.732
5 66.327 1018.340 1900.017
6 61.926 1029.917 1913.696
Promedio 64.925 1022.783 1957.009
D.E. 1.853 18.756 53.831
C.V. (%) 2.854 1.834 2.751
Desv. Abs. (%) 8.752 6.108 9.036
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Tabla 71. Estabilidad a largo plazo de etambutol en congelacion a -70°C

en presencia de rifampicina, isoniazida y pirazinamida (% recuperacion).

% de recuperacion de muestras plasmaticas recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(60 ng/mL) (2000 ng/mL) (2000 ng/mL)
1 97.808 94.815 89.938
2 102.675 100.773 91.237
3 99.685 97.372 88.621
4 100.555 96.070 93.295
5 99.630 94.562 86.130
6 96.647 94.749 89.228
Promedio 99.500 96.390 89.741
D.E. 2.109 2.400 2.428
C.V. (%) 2.120 2.490 2.705

% de recuperacion de muestras almacenadas en congelacion a -70 °C

durante 281 dias.

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(60 ng/mL) (1000 ng/mL) (2000 ng/mL)
1 107.153 101.748 102.598
2 111.985 99.173 98.690
3 109.147 104.764 97.542
4 107.208 103.159 97.587
5 110.545 101.834 95.001
6 103.210 102.992 95.685
Promedio 108.208 102.278 97.850
D.E. 3.089 1.876 2.692
C.V. (%) 2.854 1.834 2.751
Desv. Abs. (%) 8.752 6.108 9.036
Criterio de 85.000-115.000 | 85.000-115.000 | 85.000-115.000
aceptamon
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5.2.17. Integridad de la dilucion para rifampicinay etambutol.

5.2.17.1. Concentracién dentro de la curva de calibracién 5000

ng/mL de rifampicinay 2000 ng/mL de etambutol (IDD).

Se determind la capacidad del método para cuantificar muestras empleando
una dilucion 1:2, se consider6 que la prueba era aceptable si la diferencia de
concentraciones entre las muestras extraidas con el volumen normal y la
concentracion calculada multiplicando por un factor de diluciéon de 2 no excedia
el 15% del promedio del valor nominal. Los resultados para rifampicina se

muestran en la Tabla 72 y para etambutol en la Tabla 73.

Tabla 72. Integridad de la dilucion dentro del rango de cuantificacién de

rifampicina.
RIFAMPICINA (VALOR NOMINAL DE 5000 ng/mL)
Concentracion interpolada considerando el
Muestra RS,
factor de dilucion de 2
1 4355.119
2 4328.882
3 4557.977
4 4167.023
5 4537.096
6 4187.267
Promedio 4355.561
D. E. 166.438
C. V. (%) 3.821
Desv. Abs. (%) 12.658
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Tabla 73. Integridad de la dilucion dentro del rango de cuantificacion de

etambutol.
ETAMBUTOL (VALOR NOMINAL DE 2000 ng/mL)
M Concentracion interpolada considerando el
uestra o
factor de dilucién de 2

1 1707.798

2 1690.758

3 1814.152

4 1606.699

5 1787.962

6 1647.423

Promedio 1709.132
D. E. 79.854
C. V. (%) 4.672
Desv. Abs. (%) 14.234

Con los resultados anteriores se demuestra que es posible tomar una cantidad
menor de muestra y completar a 50 pL con plasma libre de farmaco sin afectar

el resultado para la cuantificacion tanto de rifampicina como de etambutol.

5.2.17.2. Concentracioén fuera de la curva de calibracién 10000

ng/mL de rifampicina y 4000 ng/mL de etambuto (IDF).

Se determind la capacidad del método para cuantificar muestras que pudieran
estar fuera del rango de cuantificacion, empleando una diluciéon 1:2, se
consider6 que la prueba era aceptable si la diferencia de concentraciones entre
las muestras extraidas con el volumen normal y la concentracién calculada
multiplicando por un factor de dilucion de 2 no excedia el 15% del promedio del
valor nominal. Los resultados para rifampicina se muestran en la Tabla 74 y

para etambutol en la Tabla 75.
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Tabla 74. Integridad de la dilucién fuera del rango de cuantificacion de

rifampicina.
RIFAMPICINA (VALOR NOMINAL DE 10 000 ng/mL)
Muestra Concentracion interpolada considerando el
factor de dilucion de 2.
1 9570.965
2 9161.852
3 8997.472
4 9305.170
5 9137.074
6 9750.859
Promedio 9320.565
D. E. 286.823
C. V. (%) 3.077
Desv. Abs. (%) 6.548
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Tabla 75. Integridad de la dilucion fuera del rango de cuantificacion de

etambutol.
ETAMBUTOL (VALOR NOMINAL DE 4000 ng/mL)
M Concentracion interpolada considerando el
uestra oo
factor de dilucién de 2
1 3673.801
2 3530.297
3 3448.630
4 3546.467
5 3490.578
6 3722.994
Promedio 3568.795
D. E. 107.090
C. V. (%) 3.001
Desv. Abs. (%) 10.457

Los resultados anteriores demuestran que es posible tomar una cantidad
menor de muestra y completar a 50 pL con plasma libre de farmaco sin afectar

el resultado para la cuantificacion de ambos analitos.
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5.2.18. Tolerancia del método analitico.

5.2.18.1. Tolerancia a plasma lipémico.

Se evalué el efecto que tienen las muestras lipémicas sobre la cuantificacién de

rifampicina y etambutol (efecto de la matriz biolégica). Se consideré que este

tipo de muestras no afectaba la cuantificacion si la de desviacion absoluta (%)

de su concentracion interpolada con respecto a su respectivo valor nominal no

era mayor a un 15%. Los resultados de tolerancia en plasma lipémico para

rifampicina se muestran en la Tabla 76 y para etambutol en la Tabla 77.

Tabla 76. Tolerancia del método analitico para cuantificar rifampicina en

plasma lipémico.

Concentraciones plasméticas de muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)

1 292.738 2483.518 5062.333

2 284.957 2568.685 4663.945

3 278.642 2532.227 4952.669

4 274.690 2555.497 5042.832

5 291.640 2469.488 4914.822

6 299.978 2482.500 4829.171

Promedio 287.108 2515.319 4910.962

D. E. 9.470 42.278 148.165
C. V. (%) 3.298 1.681 3.017

Concentraciones en plasma lipémico

1 293.137 2726.368 4922.209

2 298.990 2423.268 5174.861

3 306.002 2466.993 5186.715

4 320.425 2442574 4997.235

5 295.613 2667.736 5233.471

6 315.655 2611.552 5198.099

Promedio 304.970 2556.415 5118.765

D. E. 11.112 128.842 126.980
C. V. (%) 3.644 5.040 2.481
Desv. Abs. (%) 6.222 1.634 4.231
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Tabla 77. Tolerancia del método analitico para cuantificar etambutol en
plasma lipémico.

Concentraciones plasméaticas de muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(60 ng/mL) (21000 ng/mL) (2000 ng/mL)

1 56.717 899.331 1990.975

2 53.945 1000.946 1856.961

3 56.087 1007.341 1935.428

4 52.381 965.796 1960.460

5 59.670 961.664 1928.231

6 59.371 930.405 1930.783

Promedio 56.362 960.914 1933.806
D.E. 2.894 41.245 44 557
C. V. (%) 5.135 4.292 2.304

Concentraciones en plasma lipémico

1 55.801 941.181 1944.265

2 58.285 902.654 2041.803

3 56.093 885.951 2001.568

4 57.209 930.727 1939.853

5 57.381 1007.114 2037.295

6 59.132 942.610 1935.164

Promedio 57.317 935.040 1983.325
D. E. 1.268 41.873 49.800
C. V. (%) 2.213 4.478 2.511
Desv. Abs. (%) 1.694 2.693 2.561

De los resultados anteriores se demuestra que el método es tolerante a plasma

lipémico.

5.2.18.2. Tolerancia a plasma hemolizado.

Se evalué el efecto que tienen las muestras hemolizadas sobre la
cuantificacion de rifampicina y etambutol (efecto de la matriz bioldgica). Se

consider6é que este tipo de muestras no afectaba la cuantificacién si la de
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desviacion absoluta (%) de su concentraciéon interpolada con respecto a su

respectivo valor nominal no era mayor a un 15%. Los resultados de tolerancia

en plasma hemolizado para rifampicina se muestran en la Tabla 78 y para

etambutol en la Tabla 79.

Tabla 78. Tolerancia del método analitico para cuantificar rifampicina en

plasma hemolizado.

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Control Bajo

Control Medio

Control Alto

Muestra (300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)

1 292.738 2483.518 5062.333

2 284.957 2568.685 4663.945

3 278.642 2532.227 4952.669

4 274.690 2555.497 5042.832

5 291.640 2469.488 4914.822

6 299.978 2482.500 4829.171

Promedio 287.108 2515.319 4910.962
D. E. 9.470 42.278 148.165
C. V. (%) 3.298 1.681 3.017

Concentraciones en plasma hemolizado

1 311.097 2540.801 5085.279

2 310.343 2589.380 5131.249

3 324.037 2623.662 5365.323

4 321.037 2508.617 5469.331

5 308.446 2611.243 6218.107

6 311.153 2555.362 6240.603

Promedio 314.352 2571.511 5584.982
D. E. 6.485 44.220 519.209
C. V. (%) 2.063 1.720 9.297
Desv. Abs. (%) 9.489 2.234 13.725
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Tabla 79. Tolerancia del método analitico para cuantificar etambutol en

plasma hemolizado.

Concentraciones plasméticas de muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(60 ng/mL) (1000 ng/mL) (2000 ng/mL)

1 56.717 899.331 1990.975

2 53.945 1000.946 1856.961

3 56.087 1007.341 1935.428

4 52.381 965.796 1960.460

5 59.670 961.664 1928.231

6 59.371 930.405 1930.783

Promedio 56.362 960.914 1933.806
D. E. 2.894 41.245 44 557
C.V. () 5.135 4.292 2.304

Concentraciones en plasma hemolizado

1 63.824 1020.303 2012.722

2 59.631 1017.077 1931.452

3 62.033 1058.382 2093.137

4 62.871 960.640 2152.424

5 62.774 1048.907 2443.395

6 61.001 1034.254 2481.766

Promedio 62.022 1023.261 2185.816
D. E. 1.503 34.584 227.289
C. V. (%) 2.423 3.380 10.398
Desv. Abs. (%) 10.043 6.488 13.032

De los resultados anteriores se demuestra que el método es tolerante a plasma

hemolizado.
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5.2.18.3. Tolerancia al cambio en la temperatura de la columna

cromatografica 50 °C.

Se evalué el efecto que tiene el cambio de temperatura de la columna (50°C)

sobre la cuantificacion de rifampicina y etambutol. EI método mostré ser

tolerante al cambio en la temperatura de la columna (de 45°C a 50°C), al

presentar coeficientes de variacion menores al 15% y una diferencia no mayor

al 15% con respecto a las concentraciones recuperadas promedio en la

condicion original. Los resultados al cambio en la temperatura de la columna

cromatografica para rifampicina se muestran en la Tabla 80 y para etambutol

en la Tabla 81.

Tabla 80. Tolerancia del método analitico para cuantificar rifampicina en

plasma, modificacién en la temperatura de la columna.

Concentraciones plasméticas en la condicion original

CONDICION Control Bajo Control Medio Control Alto
ORIGINAL (300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
302.214 2526.558 4669.142
311.107 2527.340 5022.229
Temperatura de 307.071 2581.019 4840.148
la columna 45°C 307.275 2575.258 4967.051
294.624 2564.083 4966.648
300.335 2490.472 4829.864
Promedio 303.771 2544.122 4882.514
D. E. 5.914 35.207 129.491
C. V. (%) 1.947 1.384 2.652
Concentraciones plasmaticas en la condicion de tolerancia
CONDICION Control Bajo Control Medio Control Alto
MODIFICADA (300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
307.800 2526.776 4810.241
314.616 2542.791 4874.932
Temperatura de 314.101 2540.434 5023.292
la columna 50°C 317.604 2640.262 5077.265
297.552 2656.997 4969.350
305.228 2466.635 4895.568
Promedio 309.484 2562.316 4941.775
D. E. 7.442 72.551 99.667
C. V. (%) 2.405 2.831 2.017
Desv. Abs. (%) 1.881 0.715 1.214

181




RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 81. Tolerancia del método analitico para cuantificar etambutol en

plasma, modificacién en la temperatura de la columna.

Concentraciones plasmaticas en la condicion original

CONDICION Control Bajo Control Medio Control Alto
ORIGINAL (60 ng/mL) (2000 ng/mL) (2000 ng/mL)
60.443 1027.474 1857.553
61.199 1024.919 1968.657
Temperatura de 61.955 1036.147 1916.011
la columna 45°C 62.734 1041.161 1993.103
59.131 1017.826 1952.247
58.711 999.860 1836.641
Promedio 60.696 1024.565 1920.702
D. E. 1.578 14.655 62.630
C. V. (%) 2.599 1.430 3.261

Concentraciones plasmaéticas en la condicion de tolerancia

CONDICION Control Bajo Control Medio Control Alto
MODIFICADA (60 ng/mL) (1000 ng/mL) (2000 ng/mL)
55.513 987.452 1896.709
59.199 1006.608 1916.723
Temperatura de 59.706 1014.587 1961.060
la columna 50°C 61.357 1049.723 1933.112
57.715 1029.061 1923.510
59.088 962.831 1851.548
Promedio 58.763 1008.377 1913.777
D. E. 1.979 30.631 37.086
C. V. (%) 3.367 3.038 1.938
Desv. Abs. (%) 3.184 1.580 0.361
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5.2.18.4. Tolerancia a la presencia de isoniazida y pirazinamida.

Se demostré la tolerancia del método a la presencia de isoniazida y
pirazinamida, al no verse afectada la cuantificacién de rifampicina y etambutol
en presencia de éstos analitos concominantes, ya que se obtuvieron
desviaciones absolutas (%) menores al 15% con respecto a las muestras libres
de los analitos concominantes. Los resultados de esta tolerancia para
rifampicina y etambutol se muestran en la Tabla 82 y Tabla 83

respectivamente.

Tabla 82. Tolerancia del método analitico para cuantificar rifampicina en

presencia de isoniazida y pirazinamida.

Concentraciones plasmaticas de muestras en ausencia de isoniazida y
pirazinamida

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(300 ng/mL) (2500 ng/mL) (5000 ng/mL)
1 295.773 2543.725 4817.315
2 291.232 2432.648 5090.333
3 308.100 2465.065 5096.999
4 292.695 2469.519 5109.996
5 310.634 2458.726 4967.697
6 297.240 2495.089 4752.869
Promedio 299.279 2477.462 4972.535
D. E. 8.140 38.151 155.327
C. V. (%) 2.720 1.540 3.124
Concentraciones en presencia de isoniazida y pirazinamida
1 320.577 2519.419 4835.096
2 302.121 2517.949 4977.969
3 307.260 2532.339 2493.975*
4 293.398 2501.347 5026.327
5 310.446 2602.890 4891.915
6 296.004 2539.692 4826.933
Promedio 304.968 2535.606 4911.648
D. E. 10.012 35.502 88.000
C. V. (%) 3.283 1.400 1.792
Desv. Abs. (%) 1.901 2.347 1.224
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Tabla 83. Tolerancia del método analitico para cuantificar etambutol en

presencia de isoniazida y pirazinamida.

Concentraciones plasmaticas de muestras en ausencia de isoniaziday
pirazinamida

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
(60 ng/mL) (1000 ng/mL) (2000 ng/mL)
1 57.199 947.174 1869.058
2 54.230 951.013 1962.647
3 55.864 944.785 1897.305
4 53.842 930.369 1940.246
5 58.503 959.015 1905.587
6 56.988 957.442 1868.597
Promedio 56.104 948.300 1907.240
D. E. 1.812 10.401 37.979
C. V. (%) 3.230 1.097 1.991

Concentraciones en presencia de isoniazida y pirazinamida

1 61.203 944.108 1832.003

2 55.734 922.583 1882.831

3 55.820 939.255 921.466*

4 56.378 942.414 1887.711

5 56.089 954.153 1859.248

6 54.734 917.088 1794.244

Promedio 56.660 936.600 1851.207
D. E. 2.294 14.018 38.765
C. V. (%) 4.049 1.497 2.094
Desv. Abs. (%) 0.990 1.234 2.938
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Asi mismo, se demostr0 que en muestras correspondientes al LIC de
rifampicina en presencia de etambutol, isoniazida y pirazinamida no afecto la
cuantificacion del analito, ya que se obtuvieron desviaciones absolutas (%)
menores al 20% con respecto a las muestras libres de los analitos
concominantes. De la misma manera, se demostr6 que en muestras
correspondiente s al LIC de etambutol en presencia de rifampicina, isoniazida y
pirazinamida no afectd la cuantificacion del analito ya que se obtuvieron
desviaciones absolutas (%) menores al 20% con respecto a las muestras libres
de los analitos concominantes Los resultados de esta tolerancia para
rifampicina y etambutol se muestran en la Tabla 84 y Tabla 85

respectivamente.

Tabla 84. Tolerancia del método analitico para cuantificar rifampicina en

presencia de etambutol, isoniazida y pirazinamida.

Concentraciones plasméticas de muestras en
ausencia de etambutol, isoniazida y pirazinamida

Muestra Lll’r.nite.lpferior de
Cuantificacion (100 ng/mL)
1 100.355
2 95.013
3 100.184
4 95.570
5 94.823
6 103.606
Promedio 98.259
D. E. 3.640
C. V. (%) 3.705

Concentraciones en presencia de etambutol,
isoniazida y pirazinamida

1 90.430

2 92.964

3 97.130

4 97.651

5 99.774

6 103.387
Promedio 96.889
D. E. 4.654

C. V. (%) 4.804
Desv. Abs. (%) 1.393
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Tabla 85. Tolerancia del método analitico para cuantificar etambutol en

presencia de rifampicina, isoniazida y pirazinamida.

Concentraciones plasmaticas de muestras en
ausencia de rifampicina, isoniazida y pirazinamida

Muestra L|’.rr_1ite I.rlferior de
Cuantificacion (20 ng/mL)
1 *
2 18.503
3 17.007
4 *
5 16.674
6 15.751
Promedio 16.984
D. E. 1.144
C. V. (%) 6.734

Concentraciones en presencia de rifampicina,
isoniazida y pirazinamida

1 17.558

2 18.593

3 17.010

4 18.282

5 18.428

6 19.267
Promedio 18.190
D. E. 0.797

C. V. (%) 4.384
Desv. Abs. (%) 7.100

*Muestras que no presentan respuesta por confusion de adicion del analito
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6. CONCLUSIONES.

Se desarroll6 la metodologia analitica para cuantificar simultaneamente
rifampicina y etambutol en plasma por cromatografia de liquidos de alta
resolucién acoplado a un detector de espectrometria de masas-masas. Se
validé el método analitico conforme a los lineamientos establecidos en la
Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, que establece las pruebas y
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable, asi
como los requisitos que deben sujetarse los terceros autorizados que realicen
estas pruebas; y de acuerdo al tipo de tecnologia empleada, se incluyeron
pardmetros considerados en guias internacionales (FDA, EMA, ANVISA). El
método analitico fue lineal, preciso y exacto en el intervalo de concentraciones
evaluado tanto para rifampicina y etambutol, también se demostré la
selectividad del mismo. Se determind la estabilidad de las muestras
plasmaticas conteniendo rifampicina y etambutol en las diferentes condiciones

de manejo y almacenamiento.

Por lo que la metodologia analitica para cuantificar rifampicina y etambutol en
muestras plasmaticas es confiable, pudiendo ser aplicada en estudios clinicos
tales como: monitoreo taerapéutico individual, estudios de biodisponibilidad o

en estudios de bioequivalencia.
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