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1. INTRODUCCION

Una vez que un farmaco es absorbido o administrado en el torrente sanguineo, este se
une a proteinas plasmaticas en diferentes grados. De manera general, esta unién es

reversible y existe un equilibrio entre las especies unidas y no unidas a proteinas.

Las proteinas que se encuentran relacionadas con la unién a farmacos son la albumina,
la a-1 —glicoproteina acida y en menor grado las globulinas, sin embargo, solo el
farmaco no unido a proteinas plasmaticas es capaz de ejercer el efecto farmacologico
en el sitio de accidn, es decir, el farmaco libre o no unido es el unico que se distribuye a
tejidos. Es por esto que la unidén a proteinas tiene un papel importante en el desarrollo
de relaciones farmacocinéticas/farmacodinamicas, en la prediccion de interacciones
farmaco-farmaco potenciales, en el estudio de la selectividad, potencia y toxicidad al ser
evaluados en presencia de proteinas. Debido a la relevancia de éste parametro, la
medida del grado de unién a proteinas se ha convertido en un ensayo de rutina en las
etapas tempranas del desarrollo de nuevos medicamentos, particularmente en la
evaluacion de propiedades ADME (absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacién)

de farmacos candidatos.

Las técnicas que han sido utilizadas comunmente para la determinacion de la union a
proteinas son dialisis al equilibrio, ultrafiltracion y ultracentrifugacion, de los cuales la
dialisis al equilibrio es la técnica utilizada mas ampliamente en el area farmacéutica. En
la técnica de dialisis al equilibrio se utiliza una membrana semipermeable a través de la
cual se separa el farmaco unido y no unido a proteinas plasmaticas, con el subsecuente
analisis de estos mediante una técnica analitica adecuada como cromatografia de

liquidos de alta resolucion.




Tomando en cuenta lo anterior, es importante utilizar un método analitico que sea
capaz de determinar la concentracién de farmaco unido y no unido a proteinas, tanto de
farmacos con porcentajes de union a proteinas elevados y de aquellos con porcentajes

de union mas bajos como sulfametoxazol.




2. MARCO TEORICO

2.1 Proteinas plasmaticas

El plasma contiene varias proteinas que funcionan como acarreadores de sustancias
endogenas y exdgenas en el sistema circulatorio, sin embargo, las proteinas mas
frecuentemente asociadas con la unién de moléculas de bajo peso molecular en plasma

son la albumina, a-1-glicoproteina acida y en menor grado globulinas y lipoproteinas.* 2
2.1.1 Albumina

La albumina tiene un peso molecular de 67 kDa y una concentracién plasmatica de 500
a 700 uM.® Es la proteina plasmatica mas abundante, ayuda a mantener a presion
osmotica y el pH en el torrente sanguineo. En el cuerpo, la albumina esta distribuida en
el plasma y en fluidos extracelulares de la piel, musculo y otros tejidos. Como
transportador de sustancias endogenas, la albumina forma complejos con acidos
grasos libres, bilirrubina y varias hormonas (como cortisona, aldosterona y tiroxina)
triptéfano y otros compuestos.* La union reversible de alta afinidad de un farmaco a
proteinas plasmaticas es dictada por las interacciones moleculares especificas entre el
farmaco y residuos de aminoacidos que crean el sitio de unidon a proteinas. Los
compuestos acidos (anionicos) tienden a unirse especificamente a albimina.® En
general, el grado de union a proteinas aumenta con el caracter hidrofébico del
compuesto.® Tiene un alto grado de residuos idnicos por lo que tiene alta solubilidad
acuosa, es altamente flexible, lo que resulta en la capacidad de unirse a una gran

variedad de moléculas.”




2.1.2 Globulinas

Las globulinas (a, B, y globulinas) pueden ser responsables del transporte de ciertas
sustancias endogenas, como los corticosteroides. Estas globulinas tienen una baja

capacidad, pero alta afinidad por la unién de estas sustancias endégenas.*

Proteinas como la y-globulina, transcortina, fibrinégeno, globulina fijadora de hormonas
sexuales (SHBG), globulina fijadora de tiroxina (TBG), se unen a compuestos

especificos.3
e a-1-glicoproteina acida

Es la segunda proteina plasmatica mas importante relacionada con la union de
farmacos a proteinas, tiene un peso molecular aproximado de 42 kDa y una
concentracion de 9 a 23 uM bajo condiciones fisioldgicas normales.® Los farmacos que
exhiben un comportamiento basico (catidénico) tienden a unirse predominantemente a a-

1-glicoproteina acida.®
2.1.3 Lipoproteinas

Son complejos macromoleculares de lipidos y proteinas, son responsables del
transporte de lipidos plasmaticos, la unidn con farmacos ocurre sélo si los sitios de
unién de la albumina estan saturados, es decir, si el farmaco esta presente a una

concentracion muy alta.*
2.2 Unién de farmacos a proteinas plasmaticas

La mayoria de los farmacos se unen a proteinas o forman complejos con proteinas por

medio de un proceso reversible. La unidn reversible implica que el farmaco se une a




proteinas por enlaces mas débiles como puentes de hidrégeno o fuerzas de Van der
Waals. Los aminoacidos que componen la cadena de la proteina tienen hidroxilos,

carbonilos u otros sitios disponibles para interacciones reversibles con el farmaco.

Por otra parte, la difusién pasiva es el principal proceso por el cual la mayoria de los
farmacos atraviesan membranas. La difusion pasiva es el proceso por el cual las
moléculas del farmaco se mueven a través de una membrana semipermeable en
funcion de un gradiente de concentracion, es decir, del area con mayor concentracion al

area de menor concentracion, y es descrita por la ley de difusién de Fick.

dQ —DKA

Tasa de difusion del farmaco = - h (G, — Cp)

En donde C, — C; es la diferencia de la concentracién del farmaco en plasma (C,) y en

tejido (C;), respectivamente; A es el area superficial de la membrana, h es el grosor de
la membrana, K es el coeficiente de particion lipido/agua y D es la constante de
difusion. El signo negativo denota la transferencia neta del farmaco desde el interior del

lumen del capilar hacia el tejido y espacios extracelulares.

El paso de un compuesto a través de una membrana determinada se ve afectado, y en
ocasiones limitado, por tres propiedades moleculares principales: tamafo, lipofilicidad y
carga (o grado de ionizacion). Estas propiedades, junto con la naturaleza de la
membrana y el medio en cada lado de la membrana determinan la velocidad general de

movimiento de un compuesto a través de esta.

En primer lugar, el tamafno molecular tiene un gran impacto en el movimiento, de
manera que so6lo el farmaco libre (no unido) es capaz de difundir a través de las

membranas celulares. Las proteinas, y por lo tanto el complejo farmaco-proteina, son




muy grandes para difundir a través de las membranas debido a la rigidez relativa de

estas, lo que impide estéricamente el movimiento del farmaco.

En segundo lugar, generalmente, cuanto mas lipdfila es una molécula, mayor es su
permeabilidad, pero como ya se menciond, el tamafio de la molécula también es
importante. Los farmacos pequefios liposolubles y no ionizados tienden a atravesar las

membranas lipidicas con facilidad.

En tercer lugar, debido a que la mayoria de los farmacos son acidos o bases débiles y
existen en solucion como un equilibrio entre las formas ionizadas y no ionizadas, el
aumento de la concentracion total de farmaco en el lado de la membrana donde el pH
favorece la mayor ionizacion del farmaco, ha conducido a la teoria de pH reparto. De
acuerdo con esta teoria, solo el farmaco libre (no unido) no ionizado y no polar puede
penetrar la membrana y, en el equilibrio, las concentraciones de las especies no
ionizadas son iguales en ambos lados, pero las concentraciones totales pueden ser

muy diferentes debido al grado de ionizacion.

El transporte del farmaco continia hacia el equilibrio, una condicién en la cual las
concentraciones de la difusién de las especies son iguales en las fases acuosas en
ambos lados de la membrana. El movimiento de farmaco entre estas fases continta en
equilibrio, pero el flujo neto es cero. El equilibrio es alcanzado mas rapidamente con
farmacos altamente permeables, y cuando hay una gran superficie de contacto con la

membrana.3

La cinética de unidén a proteinas reversible puede ser descrita por la ley de accidon de

masas.




P+ F<=PF

Donde P y F son la proteina y el farmaco no unido y PF es el complejo farmaco
proteina. La extension del complejo farmaco-proteina formado es dependiente de la
constante de asociacion Ka que puede ser expresada por la ecuacion anterior como la

relacion entre la concentracion molar de los productos y los reactantes.

o PH 1

“T(P)F)  Ka
La magnitud de Ka proporciona informacién del grado de unién a proteinas de un
farmaco. Farmacos unidos fuertemente a proteinas tienen un valor de constante de
asociacion muy grande y existen en su mayoria como farmaco-proteina, con estos
farmacos pueden ser necesarias grandes dosis para obtener una concentracion

terapéutica razonable de farmaco libre.*

En la practica, es mas usada la constante de disociacion de unidon a proteinas
plasmaticas (Kq) reciproca a la constante de asociacion, por lo tanto, un farmaco de alta
afinidad tendra una Kq baja y se unira a un numero mayor de un receptor particular a
una concentracion baja que un farmaco que presente baja afinidad. La mayoria de los
farmacos muestran una unién independiente de la concentracion (lineal) a las proteinas
plasmaticas, esto es valido si la concentracién molar del farmaco es pequefa (menor
que la constante de disociacion de unién a proteinas plasmaticas), la fraccion ligada
estara en funcion del numero de sitios de union y de la constante de disociacién, y el
porcentaje de unién a proteinas y la fraccion libre son independientes de la
concentracion y constantes. En caso de haber grandes concentraciones del farmaco

(que excedan de la constante de disociacién), la fraccion ligada estara en funcion del




numero de sitios de union y de la concentracion del farmaco, por lo tanto, la union a
proteinas plasmaticas en este caso se observara como fendmeno saturable y no

lineal.8®

Debido a que el numero de sitios de unién en una proteina es limitado, la unién también

depende la concentracién molar de ambos, del farmaco y de proteinas.®

Conforme la concentracion de farmaco libre aumenta, el numero de moles de farmaco
unido por mol de proteina se satura y se equilibra. Con una concentracién de proteinas
constante (que normalmente es el caso) solo un cierto numero de sitios de unidén estan
disponibles para un farmaco. A una baja concentracidon de farmaco, la mayor parte de
este puede estar unido a proteinas, mientras que, a altas concentraciones del farmaco,
los sitios de unién de las proteinas se empiezan a saturar, con el consecuente

incremento de la concentracién de farmaco libre (no unido).*

De acuerdo con la hipotesis del farmaco libre, la actividad farmacolégica es

determinada por la concentracién del farmaco libre en el sitio del objetivo terapéutico.°

La concentracién total del farmaco es tanto la concentracién del farmaco unido y no
unido a proteinas, es decir:
Crotat = Cunido + CLibre

Donde Cr,:4; €S la concentracion total de farmaco en plasma, C,,i4, €S la concentracion

de farmaco unido a proteinas y C;,,,-. €s la concentracion de farmaco libre (no unido)."

El grado de union es frecuentemente expresado como la relaciéon de concentracion de

farmaco unido y total en plasma, sin embargo, como se mencioné antes, la




concentracion libre de farmaco es de mayor importancia que la concentracion total en
terapéutica. La fraccion de farmaco no unido (f.) es expresada por la relacion entre la
concentracion de farmaco no unida (Cp;.) Y la concentracidn total de farmaco en

plasma (CTotal): 3

CLibre

fi=

CTotal

Es importante tener en cuenta que la fraccion libre (f;,) conceptualmente es diferente de
la concentracion de farmaco libre, ya que en ocasiones genera confusiones cuando los

dos términos se usan de manera indistinta. 12

El porcentaje de farmaco unido es frecuentemente usado para describir la extension del
farmaco unido a proteinas plasmaticas. Generalmente, un farmaco es considerado
altamente unido a proteinas plasmaticas cuando la fraccion unida excede el 90 % de la

concentracion total del farmaco. 4 13

Couni C —Cy;
unido %100 = Total Libre %100

% Unido =
Total CTotal

2.2.1 Efecto de la unién a proteinas plasmaticas en la farmacocinética

La unidn a proteinas plasmaticas incluyendo albumina y glicoproteina puede limitar la
concentracion del farmaco disponible para actuar en el receptor objetivo o enzima. Esto,
junto con varias implicaciones farmacocinéticas de la unién a proteinas plasmaticas,
incluido el impacto en el volumen de distribucién y el aclaramiento, aumenta la
importancia de este parametro al evaluar y optimizar la farmacocinética, eficacia y
seguridad de un farmaco.' Ademas de la distribucidn, la unién a proteinas plasmaticas

también afecta otros procesos farmacocinéticos, como el metabolismo y la eliminacion




de farmacos; de hecho, tanto la captacion hepatica como la filtracién glomerular son

directamente proporcionales a la fraccion de farmaco libre presente en el plasma.89 15

El volumen de distribucién aparente de un farmaco (V4) da una idea del grado de union
y distribucion del farmaco. Los farmacos altamente unidos a proteinas plasmaticas
generalmente tienen un Vg4 bajo, debido a que su fuerte asociacion con las proteinas del
plasma lo confina en el espacio vascular mientras que, en los farmacos que se
encuentran libres ampliamente en plasma, es decir farmacos con un porcentaje de
unién a proteinas bajo, generalmente estan disponibles para su distribucién a los tejidos

se espera un Vg4 mas grandes.*®

El aclaramiento de los farmacos del cuerpo puede ser influenciado por la extensién de
la unioén a proteinas, pero la tendencia dependera de la ruta de eliminacion. El farmaco
unido a proteinas no puede experimentar filtracion glomerular, por lo que sélo el
farmaco no unido puede ser filtrado, lo que puede prolongar la vida media de farmacos
que no son secretados activamente por los tubulos renales y que no se metabolizan
rapidamente. Mientras que, si un farmaco unido a albumina esta sujeto a secrecion
renal activa, la unién no suele ser un factor limitante; de hecho, tiende a promover la
excrecion al retener el farmaco en el torrente sanguineo para su entrega al sistema
excretor. ' Es decir, el farmaco unido a proteinas no estara disponible como sustrato
para las enzimas del higado, de manera que se reduce su tasa metabdlica. De manera

general, los farmacos unidos a proteinas tienen un aclaramiento total reducido.*

Si un farmaco tiene una alta unién a proteinas y un coeficiente de extraccién hepatica

alto, las proteinas plasmaticas actuan como un sistema de entrega, mientras que, si un

10



farmaco tiene un coeficiente de extraccidn hepatica baja, el metabolismo puede verse

disminuido por la alta unién a proteinas.®'®

Por otro lado, el complejo farmaco-proteina puede servir como un depdsito, que puede
reponer la concentracion libre del farmaco después del proceso de eliminacion. Como
consecuencia, puede prolongar la actividad de un farmaco que puede ser deseable o

puede conducir a la apariciéon de reacciones adversas.'®

Los calculos realizados por Gillete, ' que indican que, si la velocidad de eliminacién de
un farmaco esta limitada por el flujo de sangre a través del higado, cuando un farmaco
esté unido un 50 % a la albumina, su semivida se prolongara un 11 %; cuando el
farmaco esta combinado en un 75 % a las proteinas plasmaticas, la semivida se
prolongara en un 33%. Estos datos demuestran que, terapéuticamente, la prolongacién
de la semivida adquiere importancia real cuando el porcentaje de unién a proteinas es

del 90 % o mayor."
2.2.2 Uso e importancia

La union a proteinas plasmaticas es un parametro ampliamente utilizado en el
desarrollo de relaciones farmacocinéticas/farmacodinamicas, en la prediccion de
interacciones farmaco-farmaco y en la evaluacion de la toxicidad de candidatos a
farmacos. ' '® Es un parametro clave en la prediccion de parametros farmacocinéticos
como el volumen de distribucion y el aclaramiento, asi como en la prediccion de dosis

clinicas. 1920

En los ultimos afnos se ha observado una demanda creciente en la necesidad de contar

con la medida de union a proteinas plasmaticas en el descubrimiento de farmacos, y se

11



ha convertido en un ensayo de rutina en las propiedades ADME (absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminacion) de posibles candidatos a farmacos.?! La unién
a proteinas de los candidatos a farmacos puede ser medida por experimentos in vitro,
empleando plasma de multiples especies. La comparacion de la fraccion libre entre
diferentes especies, a lo largo de un rango de concentraciones es de utilidad en la

interpretacion de los resultados preclinicos de la farmacocinética y farmacodinamia.??

Para candidatos a farmacos, es esencial considerar este parametro en la prediccion de
la farmacocinética en humanos utilizando datos de experimentos in vitro. Hay una gran
cantidad de farmacos en el mercado con union a proteinas muy alto, y las tendencias
indican que el porcentaje de medicamentos con unién a proteinas superior al 99% va en

aumento. %3
¢ Interacciones farmaco-farmaco

En algunos casos, las moléculas de farmaco pueden ser desplazadas de las proteinas
plasmaticas por la coadministraciéon de farmacos y por sustancias endégenas como
acidos grasos, bilirrubina, hormonas, entre otras, lo cual puede resultar en un
incremento en la concentracion de farmaco libre. El desplazamiento del farmaco y las
consecuencias clinicas seran por lo tanto un proceso dinamico y dependeran de la tasa

de eliminacion y del indice terapéutico del farmaco. %

Como resultado, un aumento en la concentracién del farmaco libre puede o no ser
biolégicamente relevante. Benet y Hoener 24 concluyeron que la exposicion al farmaco

no unido no se altera significativamente por los cambios en la unién a proteinas, con
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excepcion de los farmacos con un coeficiente de extraccidn alto administrados

intravenosamente.?®

Los cambios en la concentracion de farmaco libre seran clinicamente relevantes cuando
el farmaco sea administrado intravenosamente, tenga un coeficiente de extraccion alto
y sea eliminado principalmente por metabolismo hepatico, también en farmacos
administrados oralmente, que tienen un coeficiente de extraccion alto y en los que el
higado no es la principal ruta de eliminacién sistémica, aunque este ultimo caso es

menos frecuente.?
o Factores que pueden modificar la unién a proteinas plasmaticas

Se sabe que, en la practica clinica, la unién a proteinas puede variar en diferentes
estados fisiolégicos y patoldgicos, lo que representa una fuente potencial de variabilidad
en la eficacia clinica como edad, sexo, embarazo, estado de nutricion, dieta, estado de
hidratacion, pH sanguineo, administracion de diferentes medicamentos y por diferencias

genotipicas y fenotipicas del metabolismo.# 22 23

La unién a proteinas puede verse afectada por variaciones en el pH del plasma como

en casos de severa acidemia y alcalemia. %6

Una caracteristica notable de la insuficiencia renal y hepatica avanzada es un cambio
en la unién a proteinas plasmaticas de algunos farmacos, lo que se puede atribuir a
diferentes factores como la disminucion en la concentracion de proteinas plasmaticas
como resultado de una disminucién en la sintesis de proteinas, asi como por la
competencia los sitios de unidon a proteinas por la acumulacion de sustancias

endogenas. 27-2°
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En general, los cambios en la union a proteinas sélo tienen un impacto en la exposicion
de farmaco libre minima con excepcién de los farmacos con las caracteristicas
mencionadas anteriormente sin embargo, un numero de propiedades farmacocinéticas
se pueden ver afectadas en pacientes con dafio hepatico y renales por lo que puede ser
necesario el ajuste de dosis; es importante medir con precision la unién a proteinas
para comprender completamente los posibles cambios en la farmacocinética en estas

poblaciones especiales.?

Durante la inflamacion y edema, el balance osmoético puede ser alterado, resultando en
el flujo de agua plasmatica al espacio intersticial; esto puede ser parcialmente explicado
porque hay un incremento en la distribucion extravascular de farmacos durante algunos

estados patoldgicos. *

Los cambios en la union a proteinas debido a estados patoldgicos son de importancia
clinica principalmente para un subgrupo de farmacos con alta tasa de eliminacién con
indice terapéutico estrecho y que se administran por via intravenosa. 2* Cuando ocurren
cambios en la unién a proteinas plasmaticas, el farmaco libre se equilibra con rapidez
en todo el cuerpo y ocurriran cambios significativos transitorios en la concentracion de
farmaco no unido a proteinas plasmaticas. Asi, las concentraciones plasmaticas de
farmacos no unidos a proteinas mostraran cambios significativos s6lo cuando ocurran
alteraciones en la entrada o eliminacion del farmaco libre como consecuencia del

metabolismo o transporte activo. 8
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2.2.3 Técnicas para el estudio de la uniéon de farmacos a proteinas

Las técnicas mas comunmente utilizadas son didlisis al equilibrio, ultrafiltracion vy
ultracentrifugacion. Estos se basan en la separacion fisica y en la medida de farmaco
unido y no unido a proteinas. De manera general, los compuestos a analizar por dialisis
al equilibrio y por ultrafiltracion deben ser solubles en la solucion amortiguadora de
didlisis y exhibir union no especifica minima durante el experimento; otros factores
como la resolucién del ensayo, la facilidad de uso y el rendimiento deberian ser
considerados al decidir qué método es el mas apropiado. En todas las técnicas de
separacién, las medidas precisas y exactas dependen del establecimiento vy
mantenimiento las condiciones de equilibrio durante el proceso de separacion.
Independientemente de la técnica seleccionada, es necesario controlar las condiciones
de pH y temperatura para establecer las condiciones de equilibrio, para simular las
condiciones fisioldgicas; ?? al adicionar soluciones Stock que contienen disolventes a la
matriz de ensayo, la concentracién final de disolvente debe mantenerse o mas baja

posible para no afectar las interacciones de union a proteinas. 3°

Las mediciones de la union farmaco-proteina deben obtenerse en un amplio rango de
concentraciones del farmaco ya que, a baja concentracion del farmaco, podria perderse
una alta afinidad o a una alta concentracién del farmaco, puede ocurrir la saturacion de

los sitios de unién a proteinas.*
e Ultracentrifugacion

Este método utiliza fuerzas gravitatorias altas (65,000 g) para separar el farmaco libre

del farmaco unido. Después de la centrifugacion, el farmaco unido asociado con
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macromoléculas plasmaticas de alta densidad como albumina, a-1- glicoproteina acida,
otras proteinas en el plasma vy lipoproteinas sedimentan en el fondo del tubo mientras
que las lipoproteinas de muy baja densidad y quilomicrones flotan en la superficie del
tubo. La concentracion del farmaco libre se determina tomando una muestra del area
debajo de la capa lipidica, mientras que la concentracion total de farmaco se determina
antes de la centrifugacion; en donde una de las principales desventajas reportadas es la
posible contaminacion por proteinas o lipoproteinas en la capa del farmaco libre, lo que

toma mayor importancia en el analisis de farmacos altamente unidos a proteinas.??
e Ultrafiltracion

En este método se utiliza un dispositivo de dos camaras separadas por una membrana
semipermeable; la solucion de muestra se coloca en la camara superior, se centrifuga
para mover el farmaco libre de la camara superior a la inferior. La ultrafiltracion es un
método rapido y sencillo, sin embargo, la mayor desventaja de este método es la unién
no especifica del farmaco libre a la membrana o a todo el dispositivo, lo que puede
ocasionar una subestimacion de la concentracion del farmaco libre, durante el proceso

de ultrafiltracidn, es mas dificil controlar la temperatura y el pH. 22

e Dialisis al equilibrio
El método de dialisis al equilibrio es el mas utilizado en la industria farmacéutica, es
considerado como el método de referencia para la determinacion de la union a
proteinas plasmaticas y a tejidos en etapas tempranas de desarrollo y descubrimiento

de farmacos ya que la unién no especifica (union a los pocillos del dispositivo y a la

membrana de dialisis) tiene un impacto minimo en los resultados.?0: 23 31
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Se utiliza un dispositivo de dos compartimientos separados por una membrana
semipermeable. La solucion de proteinas conteniendo el farmaco de analisis es
depositado en una camara y una solucibn amortiguadora se adiciona a la camara
opuesta. El farmaco no unido a proteinas pasa a través de la membrana, la cual es
impermeable tanto a las proteinas unidas al farmaco como a las proteinas no unidas.
Cuando el equilibrio es alcanzado, la concentracion de farmaco libre sera igual en
ambos lados de la membrana, mientras que el farmaco unido a proteinas permanecera
en la camara de las proteinas; se toma una muestra de la concentracion del farmaco
total del lado con solucion de proteinas mientras que la concentracion del farmaco libre
es determinada con una muestra de la cdmara con solucién amortiguadora. Para este
meétodo, el formato de dispositivos de 96 pocillos, compuestos de cilindros verticales
permiten realizar mas facilmente el analisis, produciendo resultados mas rapidos y

reproducibles.??

Un ejemplo de este formato de dispositivos es el dispositivo RED (Rapid Equilibrium
Dialysis, ThermoFisher Scientific), emplea una placa base e insertos con dos
compartimientos con una membrana de dialisis con mayor area de superficie, que
ofrece el potencial de reducir la preparacion y el tiempo necesario para alanzar el
equilibrio. El tiempo de incubacion tipico en los dispositivos de didlisis es de 4-6 h.'
Ademas, para este formato, se ha reportado que el volumen de intercambio entre

compartimientos es despreciable, bajo las condiciones tipicas de analisis.'? 1420

Si bien los resultados confiables y reproducibles se logran de manera rutinaria con este
método, su uso puede representar un reto debido a las propiedades fisicoquimicas del

compuesto de prueba, asi como para compuestos con alto peso molecular, muy
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lipofilicos, insolubles o con elevada unién no especifica.'> 2> Sin embargo, se han
implementado exitosamente variaciones del método de dialisis al equilibrio por muchas

compafiias farmacéuticas.’? 23

Como se menciond anteriormente, la unién a proteinas plasmaticas es un parametro
que se determina principalmente en las etapas de descubrimiento y desarrollo de
posibles candidatos a farmacos para el estudio de las propiedades ADME; debido a la
importancia de este parametro, es de gran importancia seleccionar el método adecuado
para el estudio de union a proteinas de acuerdo a las caracteristicas de los farmacos a
evaluar asi como contar con un método analitico capaz de cuantificar bajas
concentraciones de farmaco ya que es de gran relevancia para farmacos altamente

unidos a proteinas es decir, con un porcentaje de unioén mayor al 90%.
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2.3 Propiedades del farmaco a evaluar

Tabla 1. Propiedades fisicas, quimicas y unién a proteinas del farmaco a emplear.3%-3*

FARMACO SULFAMETOXAZOL

Estructura o o N—2C
\S//\ M e

N
H
H,N
Peso molecular (g/mol) 253.3
Solubilidad en agua Casi insoluble
pka 5.6
LogP (o/w) 0.9
Absorcion UV max. 265 nm (ac)

% Unién a proteinas 70




3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Tomando en cuenta que la union a proteinas tiene efecto en la disposiciéon de un
farmaco y la relevancia de este parametro en el desarrollo de relaciones
farmacocinéticas/farmacodinamicas, en la prediccion de interacciones farmaco-farmaco
y en la evaluacién de la toxicidad de farmacos y de candidatos a farmacos en etapas
tempranas de desarrollo, y de la variabilidad biolégica entre sujetos y grupos
poblacionales de estudio, es fundamental contar con un procedimiento capaz de
proporcionar datos confiables de la capacidad de enlace a proteinas plasmaticas de
farmacos con porcentajes de unién variables. A pesar de que la técnica de dialisis al
equilibrio es considerada como una técnica de referencia en los estudios de unién a
proteinas y es conocido por ser confiable para la mayoria de los compuestos en una
amplia gama de estructuras y propiedades fisicoquimicas diversas, su estandarizacién

representa un reto para los laboratorios donde se realizan dichas determinaciones.

Por lo anterior, es necesario llevar a cabo un estudio que permita la eficaz
implementacion de esta metodologia en el Laboratorio de investigacion Farmacéutica
de la FES Zaragoza, con la finalidad de utilizarlo en pruebas posteriores relacionadas
con los procesos de transporte de farmacos en diferentes modelos. Para la
estandarizacién de la metodologia, pueden utilizarse farmacos modelo, como es el caso

de sulfametoxazol.
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4. HIPOTESIS
Al obtener los resultados de los estudios de union a proteinas plasmaticas de
sulfametoxazol por el método de dialisis al equilibrio, se podra implementar la
metodologia estandarizada para posteriores estudios a este respecto dentro del

Laboratorio de Investigacion Farmacéutica de la FES Zaragoza.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estandarizar la metodologia para determinacion del grado de unién a albumina por el
método de dialisis al equilibrio dentro del Laboratorio de Investigacién Farmacéutica de

la FES Zaragoza.

5.2 Objetivos particulares

e Desarrollar un método analitico por Cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR) capaz de determinar la concentracion de farmaco libre y total para su
aplicacién a estudios de unién a proteinas plasmaticas.

e Determinar los parametros de la técnica, y sus valores éptimos, para el correcto
desarrollo de la prueba

e Determinar el grado de union a albumina del farmaco a emplear mediante dialisis

al equilibrio.
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6. DISENO DE EXPERIMENTO

6.1 Tipo de estudio

Descriptivo, experimental, transversal, prospectivo.

6.2 Poblacion a estudiar

Muestras de sulfametoxazol preparadas en solucion de albumina de huevo, elaboradas
en el Laboratorio de Investigacion Farmacéutica de la Facultad de Estudios Superiores

Zaragoza.

6.3 Criterios de inclusion

Muestras de sulfametoxazol en albumina preparadas el mismo dia de analisis.

Muestras de dialisis al equilibrio obtenidas con el dispositivo RED de la marca Thermo

Scientific.

6.4 Criterios de exclusion

Muestras contaminadas.

Muestras que no sigan las condiciones de preparacion y tratamiento establecidas.

6.5 Criterios de eliminacion

Fallas eléctricas que afecten las condiciones establecidas para el estudio.

Muestras tomadas en diferentes tiempos.
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Tabla 2. Material general.

7. MATERIAL Y METODOS

Material

Marca

Vasos de precipitados
Matraces aforados

Matraces Erlenmeyer
Probetas graduadas

Material para filtracion a vacio
Micropipetas

Puntas para micropipeta
Tubos Eppendorf

Gradilla para tubos Eppendorf

Pyrex, Kimax

Pyrex, Kimax

Kimax

Kimax

Milli-Q, Millipore

Socorex, Eppendorf

Tabla 3. Equipos e instrumentos.

Equipos e instrumentos Marca Modelo/Numero de

serie

Potencidmetro Hanna instruments HI 2210

Parrilla de agitacion Thermolyne

Sonicador Branson 3800

Vortex Thermolyne Maxi Mix Plus

Bomba de vacio Arsa AR-1500L

Microcentrifua Eppendorf 5417C
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Tabla 3. Continuacion. Equipos e instrumentos

Equipos e instrumentos Marca Modelo/Numero de
serie

Estufa Quincy Lab
Agitador vortex para microplacas Scientific Industries Genie, S1-0400
Microbalanza Mettler Toledo MT5
Balanza analitica OHAUS Explorer Pro
Equipo de filtracion de agua Millipore Milli-Q
Espectrofotometro Varian Cary 50 Bio
Cromatoégrafo de liquidos de alta Hitachi Primaide
resolucion

e |nyector Primaide 1210

e Detector UV

e Bomba
e Columna Cys Phenomenex
Equipo para dialisis al equilibrio Thermo Scientific

RED (Rapid Equilibrium Dialysis)
e Placa base de tefldn
reusable
e Herramienta para remover
los insertos

e Cinta de sellado

Primaide 1410
Primaide 1110
LC Phenomenex Luna 5

Mm, 150 x 4.6 mm

Ref 89811/Lot
S12452352
Ref 89812/Lot
SJ2460593

Ref 15036/Lot S1254420
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Tabla 3. Continuacién. Equipos e instrumentos

Equipos e instrumentos Marca Modelo/Numero de
serie
e Insertos para didlisis al Ref 89810/Lot
equilibrio RED (8KMWCO) SE2392541

Tabla 4. Reactivos.

Reactivos Marca Lote
Agua desionizada, filtrada en el equipo Milli-Q Theissier -
Fosfato de potasio monobasico anhidro JT Baker 3246-05
Fosfato de potasio dibasico JT Baker 3252-05
Acido fosférico - -
Metanol grado HPLC Tecsiquim TEC-589-P5-H
Etanol absoluto Tecsiquim ET1550-7
Acido acético glacial JT Baker 9508-02
Sulfametoxazol - A-30211512018
Trimetoprima - J1603023

Dietilamina - -

Tabla 5. Material biolégico.

Material biolégico

Albumina de huevo




7.1 Metodologia

7.1.1 Diagrama de flujo
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7.1.2 Desarrollo del método analitico por CLAR

En la etapa de desarrollo del método se evaluaron diferentes proporciones de fase
movil.

Se partié de una fase movil Metanol-Solucién amortiguadora (SA) de fosfatos pHS3,
0.005 M, 50:50 (ver anexo |), con velocidad de flujo de 1 mL/min, volumen de inyeccion
de 20 pL, una columna LC Phenomenex 5 um, C1g, 150 x 4.6 mm, una longitud de onda
de 254 nm, se analizé una solucién de sulfametoxazol en fase moévil a 10 pyg/mL y

trimetoprima a 10 uyg/mL en fase moévil como posible estandar interno.

Posteriormente, se analizaron los mismos farmacos a 50 ug/mL con una proporcién de
fase movil 30:70 y un volumen de inyeccion de 100 pL y se realizé un barrido a una
muestra de sulfametoxazol y trimetoprima a 20 ug/mL, utilizando un espectrofotdmetro
Varian, en donde se selecciond la longitud de onda a la que se detecté la maxima sefial

para emplearla en los analisis posteriores.
7.1.3 Optimizacion del método analitico

En la etapa de optimizacion del método se empled un modificador de la fase mévil para
mejorar la simetria de los picos. Para ello, realizd6 el analisis de una solucién de
sulfametoxazol y trimetoprima a 20 ug/mL en fase mévil con una fase mévil: metanol-SA
de fosfatos pH 3, 0.005 M, 30:70 + dietilamina 10 M. Velocidad de flujo: 1.5 mL/min, a

271 nm.

Por otro lado, para el analisis de sulfametoxazol en albumina se evaluaron diferentes
proporciones de solucion desproteinizante (estandar interno trimetoprima a 10 ug/mL en

ac. Acético-metanol al 1 %) 1:1 y 1:2 con respecto a la muestra.
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Se adicion6 a un tubo Eppendorf 250 pL de solucion del estandar interno (SI) en acido
acético-metanol al 1%, 250 yL de SA de fosfatos pH 7.4, 0.064 M y 250 uL de la
muestra de sulfametoxazol a 5 pg/mL en solucién de albumina a 8 mg/mL (ver anexo ).
Para probar la otra proporcion de solucion de ac. Acético-metanol, se adicioné a un
tubo Eppendorf 200 pL de solucion del estandar interno (Sl) en acido acético-metanol al
1%, 100 pL de la muestra de sulfametoxazol en solucion de albumina y 100 pyL de SA

de fosfatos pH 7.4, 0.064 M.

Ambos métodos se trataron como se indica: Se mezclé en el vértex por 1 minuto, se
centrifugé a 10,000 rpm por 10 minutos, se transfirid el sobrenadante a un micro vial y
se inyectaron las muestras con las siguientes condiciones: fase movil metanol-SA de
fosfatos pH 3, 0.005 M, 30:70 + dietilamina 10 M (ver anexo |). Volumen de inyeccion:
20 uL. Columna: LC Phenomenex 5 um, C18, 150 x 4.6 mm. Velocidad de flujo:

1mL/min. Longitud de onda: 271 nm.
7.1.4 Método analitico
Condiciones cromatograficas:

Fase movil: Metanol-SA de fosfatos pH 3, 0.005 M, 30:70 + dietilamina 10* M (ver
anexo |). Volumen de inyeccion: 20 pyL. Columna: LC Phenomenex 5 um, C18, 150 x 4.6

mm. Longitud de onda: 271 nm. Velocidad de flujo: 1mL/min.

Preparaciéon de la muestra: Preparar una solucion de sulfametoxazol a 5 pg/mL en una
soluciéon de albumina en solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.4 0.064 M a 8

mg/mL, a partir de una solucién Stock de sulfametoxazol en metanol (ver anexo ).
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Preparacién del estandar interno: preparar una solucion de trimetoprima a 10 yg/mL en

una solucion de acido acético-metanol al 1% (ver anexo ).

Tratamiento: adicionar a un tubo Eppendorf 200 uL de solucién del estandar interno (Sl)
en acido acético-metanol al 1%, 100 uL de SA de fosfatos pH 7.4, 0.064 M y 100 uL de
la muestra de sulfametoxazol en solucion de albumina, mezclar en el vortex por 1
minuto, centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos, transferir el sobrenadante a un micro

vial e inyectar bajo las condiciones establecidas.

Preparacién del blanco: adicionar a un tubo Eppendorf 200 uL de solucién acido
acético-metanol al 1%, 100 uL de SA de fosfatos pH 7.4, 0.064 M, 100 pL de solucion

de albumina, aplicar el tratamiento establecido previamente.

Muestra cero: adicionar a un tubo Eppendorf 200 uL de solucion del estandar interno en
acido acético-metanol al 1%, 100 yL de SA de fosfatos pH 7.4, 0.064 M, 100 pL de

solucion de albumina, aplicar el tratamiento establecido previamente.

7.1.5 Validacion del sistema

e Linealidad del sistema

Se prepararon por triplicado cinco niveles de concentracién de sulfametoxazol en fase
moévil a 1, 3, 5, 7 y 10 yg/mL a partir de una solucién Stock a 800 ug/mL de
sulfametoxazol en metanol. Se utilizé una solucion del estandar interno (SI)

trimetoprima a 10 ug/mL en fase mavil. (Ver anexo ).

Posteriormente, en viales por separado se adicionaron 500 pL de la solucién de Sl, 250

ML de cada solucidn de sulfametoxazol a la concentracion correspondiente y 250 pL de
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fase movil, se mezclé en el vortex por 1 minuto y se inyectaron las muestras preparadas

en el mismo dia, bajo las condiciones seleccionadas en la optimizacion del método.

Se incluyd un blanco (fase moévil) y una muestra cero (500 yL de fase movil, y 500 pL de

solucién del Sl en fase movil).

Una vez obtenidos los cromatogramas de las muestras, se determind la respuesta
analitica para cada nivel de concentracién dividiendo el area bajo la curva (ABC) del
sulfametoxazol entre el ABC del estandar interno, se realizé la regresion lineal de los
datos de respuesta en funcion de la concentracién, se determind el coeficiente de
determinacién (r?), la ordenada al origen (b) y la pendiente (m), se realizo el analisis
estadistico de la ordenada al origen y la pendiente con el estadigrafo t de Student, con
un intervalo de confianza del 95% (ver anexo IlI). Se tomaron como criterios de

aceptacion: r20.98, m#0, b=0.
e Precision del sistema

A partir de una solucién Stock de sulfametoxazol a 800 ug/mL en metanol grado HPLC,
se prepararon por sextuplicado soluciones de sulfametoxazol a 5 pg/mL en fase movil.

Se utilizé una solucién del estandar interno a 10 pg/mL en fase mévil. (Ver anexo ).

En viales por separado, se adicionaron 500 pL de la solucion de Sl, 250 uL de cada
solucion de sulfametoxazol y 250 pL de fase movil, se mezclo en el vértex por 1 minuto
e inyecto las soluciones preparadas en el mismo dia bajo las condiciones establecidas

en la optimizacion del método analitico.

Con los datos obtenidos del area bajo la curva del analito y el estandar interno se

determind el promedio y la desviacion estandar de las respuestas para determinar el
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coeficiente de variacion (ver anexo Il). Se tomd como criterio de aceptacion un valor de

CV<=3%.

7.1.6 Validacion del método

e Tratamiento de las muestras

En un tubo Eppendorf se adicionaron 200 pyL de solucién del estandar interno (SlI) en
acido acético-metanol al 1%, 100 yL de la muestra de sulfametoxazol en solucion de
albumina, 100 pL de SA de fosfatos pH 7.4, 0.064 M, se mezclé en el vértex por 1
minuto, se centrifugé a 10,000 rpm por 10 minutos, se transfirid el sobrenadante a un
micro vial y se inyectaron las muestras bajo las condiciones establecidas en la

optimizacién del método.

Para la preparacion del blanco se adicioné a un tubo Eppendorf 200 uL de solucion
acido acético-metanol al 1%, 100 yL de SA de fosfatos pH 7.4, 0.064 M, 100 uL de

solucion de albumina y se aplico el tratamiento establecido previamente.

Muestra cero: se adicion6 a un tubo Eppendorf 200 pyL de solucion del estandar interno
en acido acético-metanol al 1%, 100 pL de SA de fosfatos pH 7.4, 0.064 M, 1000 uL de
solucion de albumina, se aplico el tratamiento establecido previamente. Se aplico este
tratamiento para todas las muestras utilizadas en la validacion del método analitico,

excepto en la especificidad.

o Especificidad

Con el fin de evaluar las posibles interferencias con la matriz biolégica, se prepararon

las siguientes muestras, en diferentes tubos Eppendorf:
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e 250 uL de solucion de albumina + 500 uL de solucidon de acido acético-metanol al
1% + 250 pL de fase movil (ver anexo ).
e 250 pL de solucién de albumina + 250 pL de SA de fosfatos pH 7.4 + 500 uL de
solucion de acido acético-metanol al 1%.
e 250 pL de solucion de albumina + 500 yL de solucion de estandar interno (Sl) en
acido acético-metanol + 250 yL de SA de fosfatos pH 7.4.
e 250 pL de solucién de albumina + 250 uL de sulfametoxazol a 5 ug/mL en fase
movil + 500 uL de acido acético-metanol al 1%.
e 250 pL de sulfametoxazol a 5 uyg/mL en albumina + 250 yL de SA de fosfatos pH
7.4 + 500 pL de solucion del estandar interno en acido acético metanol al 1%.
Posteriormente, se agitaron las muestras en el vortex por 1 minuto, se centrifugaron a
10,000 rpm por 10 minutos, se transfirio6 el sobrenadante a diferentes viales y se
inyectaron bajo las condiciones establecidas en la optimizacion del método. Se verifico

la ausencia de sefales que pudieran interferir con la cuantificacion del analito.

e Limite de cuantificacion

Se prepararon por triplicado soluciones de sulfametoxazol a 0.5 pyg/mL (5% de la
concentracion maxima esperada del farmaco, es decir; 10 ug/mL), 0.05, 0.1, 0.15, 0.25,
0.74 y 1 ug/mL en albumina (ver anexo |), se aplico el tratamiento mencionado
previamente y se inyectaron en el cromatografo. Después, se determiné la respuesta
con el area bajo la curva de sulfametoxazol y del estandar interno, el promedio y
desviacion estandar para calcular el coeficiente de variacién (ver anexo Il). En donde,
se considerd6 como criterio de aceptacion para el limite de cuantificacion si su valor

promedio se encontraba dentro del + 20% del valor nominal de la concentraciéon, con un
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coeficiente de variacion menor o igual que 20% y que presentaran por lo menos una

relacion sefal ruido de 10:1.
e Linealidad del método

Para evaluar la linealidad del método se prepararon por triplicado cinco niveles de
concentracion de sulfametoxazol en solucién de albumina en un rango de 1-10 pg/mL.

(Ver anexo I).

Posteriormente, se determind la respuesta analitica para cada nivel de concentracién
dividiendo el area bajo la curva (ABC) de sulfametoxazol entre el ABC del estandar
interno; se realizé la regresion lineal de los datos de respuesta en funcion de la
concentracion, se obtuvo el coeficiente de determinacion (r?), pendiente (m) y la
ordenada al origen (b). En donde se utilizaron como criterios de aceptacién un valor de
r’=0.98, m#0 y b=0; se realizé el analisis estadistico de la ordenada al origen vy la
pendiente con el estadigrafo t de Student con un intervalo de confianza del 95% (ver

anexo Il).

e Precision del método

o Repetibilidad

En primer lugar, se prepararon por triplicado soluciones de sulfametoxazol en los

niveles de concentracion a 4, 5y 6 pg/mL. (Ver anexo |).

A continuacion, se determiné el coeficiente de variacion de la respuesta analitica a cada
nivel de concentracion y de los porcentajes de recobro. En donde, se utilizé6 como

criterio de aceptacion un coeficiente de variacién del valor promedio no mayor al 15%.
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o Precision intermedia

En cuanto a la precision intermedia, se prepararon por triplicado muestras de
sulfametoxazol a 5 ug/mL. (Ver anexo |) en dos dias diferentes y por dos analistas

diferentes. (Ver anexo ).

Después, se calculd la respuesta analitica obtenida por cada analista en los diferentes
dias y el coeficiente de variacion, el cual no debia ser mayor a 15% vy, se realizd el
analisis estadistico de los datos obtenidos por medio de andlisis de varianza

(ANADEVA) (ver anexo Il).

e Exactitud

Para evaluar la exactitud, se prepararon por triplicado, soluciones de sulfametoxazol en
albumina a 1, 5y 6 yg/mL (ver anexo |), luego, se determiné el porcentaje de recobro
en cada nivel de concentracion, en donde el valor promedio de las determinaciones
debia encontrarse dentro del 15% de la concentracion nominal en cada nivel de
concentracion, la desviacién estandar y el coeficiente de variacion el cual, no debe ser
mayor al 15%. Posteriormente, realizd el andlisis estadistico por comparacion de

medias con el estadigrafo t de Student.

e Estabilidad de la muestra

o Estabilidad a 37°C

Primero, se analizaron por triplicado muestras de sulfametoxazol a 5 pg/mL (Ver anexo
I) se colocaron las muestras en la incubadora a 37 °C, en donde se tomaron muestras a

1, 2, 3y 4 horas, se realiz6 el tratamiento de las muestras para su posterior inyeccion.

35



Después, se calculd la cantidad recuperada con las respuestas obtenidas para cada
intervalo de tiempo, la desviacion estandar y el promedio de la concentracion en cada
intervalo de tiempo, el cual debia estar dentro del 15% de la concentracién nominal.
Finalmente, se determin6 si se presentd una diferencia significativa en las sefales
obtenidas en los deferentes tiempos de prueba por medio del estadigrafo t de Student

para diferencia de medias (ver anexo ).

o Estabilidad en el automuestrador

Para este parametro, se realizé el tratamiento correspondiente a tres muestras de
sulfametoxazol a 5 yg/mL (Ver anexo ), se colocaron en el automuestreador del

cromatografo y se inyectaron en los intervalos de tiempo de 1, 2.5, 3, 4 y 5 horas.

Posteriormente, se calculd la cantidad recuperada con las respuestas obtenidas en
cada para cada intervalo de tiempo, la desviacion estandar y el promedio de la
concentracion en cada intervalo de tiempo, el cual debia estar dentro del 15% de la
concentracion nominal. Por ultimo, se determiné si se presentd una diferencia
significativa en las sefiales obtenidas en los deferentes tiempos de prueba por medio

del estadigrafo t de Student para diferencia de medias (ver anexo lI).

7.1.7 Estudio de unién a proteinas

e Preparacion de la placa base

Primeramente, se enjuagaron los pocillos de la placa base con etanol al 20% (Ver
anexo 1) por 10 minutos posteriormente, se removié el etanol y se enjuagé dos veces

con agua ultrapurificada, se permitié que la placa secara y se utilizoé inmediatamente.
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e Tiempo de equilibrio

Con el fin de fijar el tiempo de equilibrio para la etapa posterior, se prepararon muestras
de sulfametoxazol a 5 uyg/mL en albumina por triplicado (ver anexo |). Se adicionaron a
tres insertos diferentes colocados en la placa base, 500 uL de la muestra de
sulfametoxazol en el compartimiento para la muestra, indicado por un anillo rojo, y 750
ML de solucion amortiguadora de fosfatos 0.064 M pH 7.4 (Ver anexo [) al
compartimiento para solucion amortiguadora de dialisis. Se cubrieron los insertos con
cinta de sellado, se mantuvo con agitacién continua en un agitador vértex a 995 rpm, se

incub6 a 37 ° C.

En tubos Eppendorf por separado, se adicionaron 100 yL de muestra de cada
compartimiento de los insertos, es decir, SA de didlisis y de muestra del farmaco a 30
minutos, 1, 1.5, 2, 3 y 4 h. Después de cada muestreo, con el fin de igualar matrices, se
aplico el tratamiento mencionado en la seccién 7.1.4 y se inyectaron las muestras en
las condiciones establecidas en la misma; en donde si se trataba de una alicuota de
albumina se le adicioné SA de fosfatos y los componentes necesarios para el

tratamiento de la muestra y viceversa para la muestra de SA.

Para cada tiempo de muestreo se determind la concentracion de sulfametoxazol
presente en cada muestra y se elaboré una grafica del porcentaje de la concentracion
del farmaco libre (ver anexo Il) a los diferentes tiempos empleados para seleccionar el
tiempo necesario de incubacion para alcanzar el equilibrio, el cual se empled para

incubar las muestras en la determinacién del grado de unidn del farmaco a albumina.
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e Grado de unién a proteinas

En esta etapa del estudio, se prepararon por triplicado muestras de sulfametoxazol a 5,
6 y 7 yg/mL en solucion de albumina. Se adicionaron a tres insertos diferentes en la
placa base, 500 pL de la muestra de sulfametoxazol en el compartimiento para la
muestra, indicado por un anillo rojo, y 750 pyL de solucién amortiguadora de fosfatos
0.064 M pH 7.4 (Ver anexo |) al compartimiento para solucion amortiguadora de dialisis.
Se cubrieron los insertos con cinta de sellado, se mantuvo con agitacién continua en un
agitador vortex a 995 rpm y se incubd a 37 ° C por el tiempo determinado en la etapa de

tiempo de equilibrio para el farmaco de prueba.

Posteriormente, en diferentes tubos Eppendorf se adicionaron 100 uL de muestra de
cada compartimiento de los insertos, es decir, SA de didlisis y de muestra del farmaco
en albumina, para igualar matrices se aplicoé el tratamiento establecido en la seccién
7.1.4 y se inyectaron las muestras en las condiciones establecidas en la misma; en
donde si se trataba de una alicuota de albumina se le adicion6 SA de fosfatos y los
componentes necesarios para el tratamiento de la muestra y viceversa para la muestra

de SA.

Con los datos obtenidos se determind la concentracion de sulfametoxazol presente en

cada muestra y se determind el porcentaje de farmaco unido a proteinas (ver anexo Il).
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8. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

8.1 Desarrollo del método analitico

Para el desarrollo del método analitico se partié de una fase moévil conformada por
metanol-SA de fosfatos, pH 3, 0.005 M, 50:50, con las siguientes condiciones
cromatograficas: velocidad de flujo: 1 mL/min. Volumen de inyeccion: 20 yL. Columna:
LC Phenomenex 5 pm, C4s, 150 x 4.6 mm. Farmacos: Sulfametoxazol (SMX),

trimetoprima (TMP) como estandar interno a 10 ug/mL. Longitud de onda: 254 nm.

Intensidad (AU)
1
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Figura 1. Cromatograma de sulfametoxazol a 10 ug/mL, fase movil Metanol-SA fosfatos 50:50.
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Figura 2. Cromatograma de trimetoprima a 10 ug/mL, fase movil Metanol-SA de fosfatos 50:50.
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Como se observa en la figura 1, a pesar de que se obtuvo una sefal para el

sulfametoxazol a los 2.52 minutos, ésta se encuentra cerca del frente del eluyente ya

que a pesar de que el farmaco no es completamente soluble en la fase moévil, no

presenta gran afinidad por la fase estacionaria, lo que se traduce en un tiempo de

retencion bajo y cercano al frente del eluyente. 35-3¢ Mientras que en la figura 2, se

observa que, al emplear una fase mévil en una proporcion 50:50 para la trimetoprima,

se obtuvo una sefial no definida, lo que quiere decir que ésta fase mévil no es

adecuada para su analisis. Por lo que se decidié emplear una fase mévil con una mayor

proporciéon de disolvente polar®® (SA de fosfatos) para disminuir la solubilidad de los

farmacos en la fase mévil, aumentar la afinidad de estos por la fase estacionaria y, por

lo tanto, los tiempos de retencidn de los farmacos.

Posteriormente, se probd la fase movil Metanol-SA de fosfatos, pH 3, 0.005 M, 30:70,

con un volumen de inyeccion de 100 uL, longitud de onda: 254 nm, columna C+s.

Figura 3.

Intensidad (AU)

tr: 8.453 min k'=5.261
Area:1663637 F asim.=1.18

3.260

Tiempo de retencion (min)

Cromatograma de sulfametoxazol a 50 ug/mL, fase movil Metanol-SA fosfatos 30:70.
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tr: 4.293 min  k'=2.18
Area: 520503 F asim. =1.55

Intensidad (AU)

Tiempo de retencién (min)
Figura 4. Cromatograma de trimetoprima a 50 ug/mL, fase movil Metanol-SA fosfatos 30:70.

Como se observa en las figuras 3 y 4, al aumentar la proporcion de agua en la fase
movil, el tiempo de retencidén para los farmacos empleados aumentd, debido a que
disminuy6 su afinidad por la fase moévil y, por lo tanto, se retienen mas en la fase
estacionaria. También se observd que los compuestos eluyeron en orden de polaridad
de manera que, el mas polar, en este caso la trimetoprima, eluyé primero y después el
sulfametoxazol.®® Sin embargo, para ambos casos se observan picos con asimetria
positiva, lo cual puede deberse a interacciones no deseadas entre el soluto y la fase

estacionaria debido a la presencia de grupos silanol en la superficie de esta. 3537

Posteriormente, a una muestra de sulfametoxazol y trimetoprima se les realizd un

barrido, utilizando un espectrofotémetro Varian.
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Figura 5. Barrido UV de sulfametoxazol (azul) y trimetoprima (rojo) a 20 ug/mL.

A partir del cual, se decidi6 utilizar para los analisis posteriores una longitud de onda de
271 nm, para obtener mayor sensibilidad en el analisis tanto para sulfametoxazol como

para trimetoprima.
8.2 Optimizacion del método analitico

Con la finalidad de disminuir la asimetria de los picos, se probaron las siguientes
condiciones: Fase movil: SA de fosfatos-Metanol, pH 3, 0.005 M, 70:30 + Dietilamina
10+ M. Velocidad de flujo: 1.5 mL/min. Volumen de inyeccién: 20 yL. Columna: LC
Phenomenex 5 pm, C+s, 150 x 4.6 mm. Farmacos: Sulfametoxazol (SMX), trimetoprima

(TMP) a 20 pg/mL
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Figura 6. Cromatograma de Sulfametoxazol a 20 ug/mL, fase mévil Metanol-SA fosfatos 30:70, pH 3, +
Dietilamina 10*M, A 271 nm.
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Figura 7. Cromatograma de trimetoprima a 20 ug/mL, fase movil Metanol-SA fosfatos pH 3, 30:70 +
Dietilamina 10* M, A 289 nm.

Como se observa en las figuras 6 y 7, tanto el sufametoxazol como la trimetoprima
tienen un factor de asimetria aceptable, es decir, menor a dos.®® Como se menciono
anteriormente, la asimetria positiva en los picos puede ser causado por interacciones
no deseadas del analito con la fase estacionaria, lo cual puede ser reducido al adicionar
una amina como la dietilamina a la fase moévil ya que la amina enmascara los grupos

silanol en la fase estacionaria, evitando procesos de intercambio iénico. 3’
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Para el analisis de sulfametoxazol en albumina se evaluaron diferentes proporciones de
solucion desproteinizante acido acético-metanol al 1 %. Las muestras de
sulfametoxazol se prepararon a 5 pg/mL en una solucién de albumina a 8 mg/mL en

solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4.

Al utilizar una relacion 1:1 de las soluciones empleadas para el tratamiento de la
muestra en albumina se observd, después de 60 minutos la formacidén de un precipitado
en los viales, por lo que se aumentd la proporcion de ac acético-metanol; es decir, una

relacion 1:2 con respecto al analito en albumina.
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Figura 8. Cromatograma de sulfametoxazol (5 ug/mL) tr- 8.187 min+ Sl (trimetoprima 10 ug/mL) tr=3.6
min, fase movil Metanol-SA fosfatos 30:70 + dietilamina 10* M pH 3, 0.005 M, A 271 nm.

Como se observa en la figura 8, el primer farmaco en eluir fue la trimetoprima ya que es
mas afin por la fase movil en comparacién con el sulfametoxazol, que al ser un
compuesto menos polar presenta mayor afinidad por la fase estacionaria se retiene mas
en esta,® el factor de asimetria obtenido para sulfametoxazol fue de 1.5 el cual es
aceptable ya que es menor a 2,3 otro parametro importante en la cromatografia de
liquidos es la resolucion, la cual indica el grado de separacién entre dos picos

adyacentes 3® que, en este caso fue de 10.65.
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8.3 Validacion del sistema

8.3.1 Linealidad del sistema

Con el fin de verificar si la respuesta analitica y la concentracion del analito se
ajustaban a un modelo lineal en el intervalo de concentraciones de trabajo®, se
determiné la respuesta analitica, se realizé la regresion lineal de los datos de respuesta
en funcion de la concentracion, se determinaron los coeficientes de regresion la
ordenada al origen (b), la pendiente (m), el coeficiente de determinacion (r?), obteniendo

los resultados que se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Coeficientes de regresion y determinacion obtenidos n=15.

Especificacion Resultado
m#0 m=0.1332
b=0 b=0.0006

r’20.98 r’=0.9989

Posteriormente, para definir la calidad de ajuste al modelo se realizé6 el analisis
estadistico con la prueba t de Student con un nivel de significancia de a=0.05. Para la

comprobacién de los coeficientes de regresion se plantearon las siguientes hipoétesis:

Ho: m=0 Ho: b=0
Ha: m#0 Ha: b#0

Tabla 7. Resultados de prueba t de Student para los coeficientes de regresion

Parametro m b
t tablas (t0.975, 13) +2.1604 +2.1604
t calc 109.7544 0.7817
Criterio
Decisién Si t caic < t tablas, S€ acepta Ho
m#0 b=0

Posteriormente, se determind el intervalo de confianza para los coeficientes de

regresion, con un 95 % de confianza.
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ICm=0.135921 <m < 0.1306741
ICb=-0.015341 <b <0.0164928

Como se observa en la tabla 7, el valor obtenido de t calculada para la pendiente
rebasa el intervalo de no rechazo, por lo que se rechaza la hipotesis nula y la pendiente
es diferente de cero, con un 95% de confianza, es decir, la respuesta aumentara a
medida que aumente la concentracién del analito. Mientras que valor de t calculada
obtenido para la ordenada al origen se encuentra dentro de la zona de no rechazo por
lo que se acepta la hipdtesis nula y la ordenada al origen es estadisticamente igual a
cero con un 95% de confianza, es decir, cuando no existe analito en la muestra, no se

observara sefial analitica alguna. 4041

Por otro lado, el coeficiente de determinacion mide la proximidad del ajuste de la
ecuacion de regresiéon de la muestra de los valores observados de “y”, como se observa
en la tabla 6, el valor obtenido para el coeficiente de determinacion fue de 0.9989 lo que
quiere decir que, al menos, el 99% de la variacion total en los valores de “y” es
explicada por la regresion.*! Posteriormente, se realizo el analisis estadistico mediante
el analisis de varianza la regresion (ver anexo Il), para comprobar si existia una relacion

lineal entre los datos obtenidos con respecto a la concentracion; teniendo como
hipotesis:
Ho: Existe una relacion lineal significativa entre la concentracién y la respuesta analitica

(Fcalc =F tablas)-

Ha: No existe una relacion lineal significativa entre la concentracion del analito y la

respuesta analitica (F caic < Fiablas)-
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Tabla 8. Resultados de ANADEVA para linealidad del sistema.

Prueba con estadigrafo F de Fisher para linealidad del sistema

F tablas 4.67

F calc 12046.029
Criterio Si F caic > F tavlas, S€ acepta Ho
Decision Existe correlacion lineal

Como se observa en la tabla 8, el valor obtenido de F calculado es mayor que el valor
de F de tablas, lo que se traduce en que los datos de concentracién del analito y la

respuesta se ajustan a un modelo lineal, por lo tanto, hay linealidad en el sistema.

Con los datos obtenidos, se construyd un grafico con las respuestas obtenidas en cada

nivel de concentracién en las diferentes repeticiones (figura 9).

Linealidad del sistema
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Figura 9. Linealidad del sistema.

8.3.2 Precision del sistema

Se determind el promedio y la desviacion estandar de las respuestas para determinar el

coeficiente de variacion, obteniendo los resultados que se muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Resultados obtenidos en la precision del sistema n=6.

Especificacion Resultado

CV <3% CVv=1.8816

Con esta prueba se busca verificar la variacién inherente a la respuesta analitica por el
uso de equipos, instrumentos de medicion, el procedimiento de analisis, el mismo
analista entre otros factores, de modo que no sobrepase un valor preestablecido, en
este caso que el coeficiente de variacion de las repuestas no sea mayor al 3%, como se
observa en la tabla 9, el coeficiente de variacidén de las respuestas obtenido es menor al
3%, de tal forma que se puede decir que el sistema no contribuye por si mismo de
manera significativa las variaciones aleatorias en los resultados del analisis es decir,
gue hay concordancia entre las respuestas obtenidas de las muestras preparadas, bajo

las condiciones de analisis establecidas. 4042
8.4 Validacion del método analitico
8.4.1 Especificidad

En esta prueba se evalué la capacidad del método analitico para diferenciar y
cuantificar el analito de manera inequivoca en presencia de otros componentes en la
muestra, los cuales potencialmente pudieran interferir con su andlisis.*>*3 Para ello, se
prepararon diferentes muestras conteniendo los productos que pudieran interferir con el
analito durante su analisis, en este caso se evaluaron las soluciones que se utilizarian

para el tratamiento de las muestras.

Como se observa en la figura 10, no se observa interferencia alguna con el analito

(sulfametoxazol) y las soluciones empleadas para el tratamiento de las muestras en
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albumina, por lo tanto, el método es especifico, es decir, la respuesta obtenida durante

el analisis es debida Unicamente al analito de interés.*°

SI (Trimetoprima)

A A Sulfametoxazol /!
2

SI (Trimetoprima)

Intensidad (AU)

N Sulfameloxazol ks

I ) S 4

sl g e s ottt

¥
&)

0 1 2 K} 4 5 6 7

Tiempo de retencion (min)

L
-
=3
o

Figura 10. Especificidad del método. Cromatograma 1 (sulfametoxazol en albumina+SI en ac. Acético
metanol+ SA pH 7.4), 2 (Albumina+ Sl en ac. Acético-metanol+ SA pH 7.4), 3 (Albumina+ Sulfametoxazol
en fase movil+ ac. Acético-metanol), 4 (Albumina+SA pH 7.4+ ac. Acético-metanol), 5 (Albumina+ ac.

Acético-metanol+ fase movil).

8.4.2. Limite de cuantificacion

Con el fin de establecer el minimo valor de concentracion en el que una medicion
aplicando el método establecido sera confiable, cuantitativamente,** y tomando en
cuenta que el método se empleara en un estudio de unidn a proteinas, al determinar la
concentracion de analito en diferentes tiempos del fendmeno de dialisis se obtendrian
concentraciones de éste relativamente bajas en alguno de los compartimientos de los

insertos utilizados para dialisis al equilibrio, se decidi® probar diferentes
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concentraciones ya que la variabilidad que puede esperarse de un método analitico

aplicado a la cuantificacion de un compuesto en concentraciones bajas es alta.*°

Tabla 10. Concentraciones evaluadas y resultados obtenidos para establecer el limite de cuantificacion.
n=21

Concentracion % Recobro CV % Recobro Relacion senal

(ng/mL) ruido
1 102.8102 3.5380 13.27
0.74 82.4051 6.0891 9.21
0.5 123.3803 6.3421 3.97
0.25 120.7688 10.9728 4.44
0.15 103.0069 19.8940 3.47
0.1 94.0363 56.3856 3.21
0.05 - - 2.10

Como se observa en la tabla 10, los porcentajes de recobro obtenidos para los
diferentes niveles de concentracion, tanto los niveles de 1y 0.74 pg/mL cumplen con el
criterio de encontrarse dentro del £ 20% de la concentracién nominal y de tener un
coeficiente de variacién menor al 20%4°, sin embargo, el nivel de 0.74 ug/mL no cumple
con el criterio de presentar por lo menos una relacion sefal ruido 10:1,* por lo que se
decidié establecer como limite de cuantificacion el nivel de concentracion de 1 pg/mL;
mientras que en los otros niveles de concentracién se obtuvo una relacion sefal ruido
menor a 10 pero mayor a 3, excepto para el nivel de 0.05 pug/mL para el que se
obtuvieron sefiales no cuantificables y una relacion sefal ruido de 2:1 por lo que, se

establecio el nivel de concentracion de 0.1 pg/mL como limite de deteccidn.
8.4.3. Linealidad del método

Se evalud la linealidad del método en el intervalo de concentraciones de 1 a 10 ug/mL,
se calcularon las respuestas. Para demostrar esta relacion, se realizo el analisis de los

datos de concentracidon del analito vs respuesta por el método de minimos cuadrados,
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se obtuvieron los coeficientes de regresion y el coeficiente de determinacidn que se

muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Coeficientes de regresion y determinacion obtenidos n=15.

Especificacion Resultado
m#0 m= 0.1309

b=0 b= 0.0363
r’>0.98 r’=0.9883

Se realiz6 el andlisis estadistico de los coeficientes de regresidn con el estadigrafo t de

Student con un nivel de significancia de a=0.05, con las siguientes hipoétesis:
Ho: m=0 Ho: b=0
Ha: m#0 Ha: b#0

Tabla 12. Analisis estadistico de los coeficientes de regresion.

Parametro m b
t tablas (t0.975, 13) -2.1604 a 2.1604
t calc
33.1941 1.5177
Criterio Si t calc < t tablas, S€ acepta Ho
Decision m#0 b=0

Se determiné el intervalo de confianza para los coeficientes de regresién, con un 95%

de confianza.

ICm=0.135921 <m < 0.1306741

ICb=-0.015341< b < 0.0164928

Como se observa en la tabla 12, en el caso de la pendiente, el valor de t calculado es
mayor al intervalo de no rechazo, por lo que se rechaza la hipétesis nula y la pendiente
es diferente de cero con 95% de confianza. Mientras que, para evaluar la ordenada al

origen, el valor obtenido de t calculado se encuentra dentro del intervalo de no rechazo,
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por lo que se acepta la hipdtesis nula y la ordenada al origen es estadisticamente igual
a cero con un 95% de confianza, es decir, las mediciones son carentes de sesgo; por lo
que el error aleatorio es despreciable y cuando no exista analito en la muestra, no se

presenta sefial analitica alguna.3%-4°

Posteriormente, para demostrar la existencia de una relacidn lineal significativa entre
los datos obtenidos con respecto a la concentracidn la concentracién del analito y la
respuesta, se realizo el analisis estadistico mediante el analisis de varianza (ver anexo

II) y se calcularon los valores de F de Fisher; teniendo como hipétesis:

Ho: Existe una relacion lineal significativa entre la concentracion y la respuesta analitica

(Fcalc =2F tablas)-

Ha: No existe una relacion lineal significativa entre la concentracién del analito y la

respuesta analitica (F caic < Ftablas).

Tabla 13. Resultados de ANADEVA para linealidad del método.

Prueba con estadigrafo F de Fisher para linealidad del método

F tablas 4.67

F cac 1101.850
Criterio Si F caic > F tablas, S€ acepta Ho
Decisidn Existe correlacion lineal

Como se observa en la tabla 13, el valor obtenido de F calculado es mayor que el valor
de F de tablas, por lo que los datos de concentracion del analito y la respuesta se

ajustan a un modelo lineal, por lo tanto, hay linealidad en el método.

Se construyd un grafico con las respuestas obtenidas en cada nivel de concentracion

en las diferentes repeticiones (figura 12).
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Linealidad del método
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Figura 12. Linealidad del método.

Con los datos anteriores y en la figura 12, se puede observar que existe una relacién
lineal entre las variables estudiadas aun cuando se realiza el analisis del farmaco en

albumina.

8.4.4. Precision del método

¢ Repetibilidad

Para observar en grado de dispersion de los resultados obtenidos “° se calculd el
promedio y desviacion estandar de la respuesta analitica y porcentajes de recobro
obtenidos para cada nivel de concentracion para calcular el coeficiente de variaciéon. Se
utilizd como criterio de aceptacion un coeficiente de variacion del valor promedio no

mayor al 15%.
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Tabla 14. Resultados obtenidos para repetibilidad del método n=9.

Concentracion CV Respuesta cv % Recobro para
(ng/mL) analitica los tres niveles
4 1.315
5 0.338 2.799
6 3.413

Como se observa en la tabla 14, el resultado del coeficiente de variacion tanto para la
respuesta analitica como para el porcentaje de recobro son menores al 15%, por lo que
el método es repetible, es decir, no existe evidencia de que los resultados analiticos
varien significativamente al emplear las mismas condiciones de operacion del método

(laboratorio, analista, dia y equipo), en un intervalo corto de tiempo.4°
e Precision intermedia

Para demostrar la forma en que la variacion de factores inherentes al laboratorio, en
este caso analistas y dias afectan los resultados del andlisis en el trabajo cotidiano,4%44
en dos dias diferentes, fueron evaluadas por triplicado muestras de sulfametoxazol
equivalentes al 100 % de concentracion, por dos analistas diferentes, se determinaron

las respuestas analiticas.

Es importante no sélo concluir con los valores del coeficiente de variacién sin un
analisis estadistico adicional, ya que podria no tenerse en cuenta la posibilidad de que
los resultados, aun cumpliendo con el criterio del coeficiente de variacion menor a la
especificacion, no fueran comparables entre si,*® por lo que se realizé el andlisis
estadistico mediante un analisis de varianza (ANADEVA) con un nivel de significancia
de a=0.05 (ver anexo ll); en donde se debia cumplir para cada factor de variacion
(analista, dia e interaccion) que el valor de F calculada debia encontrarse dentro del

intervalo de F de tablas.
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Tabla 15. Resultados de ANADEVA para precision infermedia.

Fuente de F caic F tablas Decision
variacion
Analista 0.918 Existe precision
Dia 0.277 0.1321 a7.57  Existe precision
Analista-dia 3.940 Existe precision

Como se observa en la tabla 15, el valor de F calculado tanto para el analista como
para el dia se encuentran comprendidos en el intervalo de F de tablas con una
confianza del 95 % sin embargo, al comparar estos dos valores, es evidente que el
valor obtenido para el factor analista es mayor por lo que se puede decir que es el que
mas contribuye a la variacion; por otro lado, el valor de F calculado para la interaccion
analista-dia se encuentra comprendido en la regién de no rechazo, lo que se traduce en
que el modelo con el que fueron analizados los datos fue el correcto*® con lo anterior,
se puede concluir que existe precision intermedia en el método, es decir, no se
presentan diferencias significativas en los resultados debidas al factor analista o dia,

siempre y cuando, se trabaje bajo las mismas condiciones de analisis.
8.4.5. Exactitud

Una vez obtenidos los resultados, se calculd el porcentaje de recobro para cada nivel
de concentracion, asi como su coeficiente de variacion el cual debia ser menor o igual
al 15 % excepto para el limite de cuantificacion que en este caso podia ser menor o

igual al 20%.

Tabla 16. Coeficientes de variacién obtenidos para cada nivel de concentracion n=9.

Concentracion cv %

(ng/mL) Recobro
1 3.717
5 0.356
6 3.563
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Como se observa en la tabla 16, los valores del coeficiente de variacion obtenido para
los niveles de concentracion cumplen con la especificacion de ser menor al 15%.
Posteriormente se determiné el valor promedio de los porcentajes de recobro obtenidos,
el cual fue de 100.316 %, se realiz6 el andlisis estadistico del mismo mediante el
estadigrafo t de Student con un nivel de significancia de a=0.05, se plantearon las

siguientes hipotesis: Ho: p=100; Ha: u#100

Tabla 17. Analisis estadistico del promedio de los porcentajes de recobro.

Parametro M
t tablas (t0.975, 8) -2.3060 a 2.3060
t calc 03755
Criterio Sitcac<t tablas, S€
acepta Ho
Decision u=100

Como se observa en la tabla 17, el valor obtenido de F calculado, se encuentra en el
intervalo de no rechazo, con un 95% de confianza, por lo que el método es exacto, es
decir, las mediciones no se alejan en forma considerable del valor real contenido en las

muestras. 40:44

8.4.6. Estabilidad de la muestra

e Estabilidad a 37 °C

Se analizaron por triplicado muestras de sulfametoxazol a 5 ug/mL que se colocaron en
la incubadora a 37° C, las cuales se analizaron a 1, 2, 3 y 4 horas después de aplicar el
tratamiento correspondiente posteriormente, se calculd la cantidad recuperada para
cada intervalo de tiempo, la desviacion estandar y el promedio de la concentracion en
cada intervalo de tiempo el cual, debia estar dentro del 15% de la concentracion

nominal*®.
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Tabla 18. Porcentaje de recobro obtenido para cada intervalo de tiempo N=3.

Tiempo %Recobro

(h)

1 99.049
2 101.766
3 97.333
4 103.587

Como se observa en la tabla 18, el porcentaje de recobro obtenido para todos los

niveles de concentracion no sobrepasa el criterio de £ 15% de la concentracién nominal.

Posteriormente, se determind si se presentd una diferencia significativa en las sefales
obtenidas en los deferentes tiempos de prueba por medio del estadigrafo t de Student
para el promedio de las diferencias del area bajo la curva al inicio y al final del periodo
de incubacion, en donde si la muestra es estable, se supone que el promedio de las

diferencias es igual a cero,*? se plantearon las siguientes hipétesis: Ho: pug=0; HA: pg#0

Tabla 19. Andlisis estadistico con t de Student para estabilidad a 37 °C.

Tiempo t calc t tablas Decision
(h)
1 0.094 Estable
2 -0.081 -4.303a  Estable
3 -0.680 4.303 Estable
4 -0.633 Estable

Como se observa en la tabla 19, el valor obtenido de t calculado para los tiempos
evaluados se encuentra comprendido en el intervalo de no rechazo por lo que se

concluyé que la muestra era estable a 37° C por 4 horas, con un 95% de confianza.

e Estabilidad en el automuestreador

Se realizo el tratamiento correspondiente a tres muestras de sulfametoxazol a 5 ug/mL,

se colocaron en el automuestreador del cromatégrafo y se inyectaron en los intervalos
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de tiempo de 1, 2.5, 3, 4 y 5 horas posteriormente, se calcul6 la cantidad recuperada
para cada intervalo de tiempo y el promedio de la concentracion en cada intervalo de

tiempo el cual, debia estar dentro del 15% de la concentracidon nominal .

Tabla 20. Porcentaje de recobro obtenido para cada intervalo de tiempo N=3.

Tiempo %Recobro

(h)

1 95.120
2.5 96.657
3 95.106
4 95.555
5 91.100

Como se observa en la tabla 20, el porcentaje de recobro obtenido en todos los tiempos
de prueba cumple con la especificacion al ser menor al £15% de la concentracion

nominal.

Posteriormente se determind si se presenté una diferencia significativa en las sefiales
obtenidas en los deferentes tiempos de prueba por medio del estadigrafo t de Student
para el promedio de las diferencias entre el area bajo la curva al inicio y al final de cada

intervalo de tiempo,*° se plantearon las siguientes hipétesis: Ho: pq=0; HA: pg#0

Como se observa en la tabla 21, el valor obtenido de t calculado para todos los tiempos
de prueba se encuentra comprendido en la region de no rechazo, por lo que, se
concluydé que la muestra es estable bajo las condiciones del automuestreador por 5

horas, con un 95% de confianza.
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Tabla 21. Andlisis estadistico con t de Student para estabilidad en el automuestreador.

Tiempo t caic t tablas  Decisién
(h)
1 0.760 Estable
25 0.032 -4.303 Estable
3 0.947 4.303 Estable
4 0.162 Estable
5 4145 Estable

8.4.7 Estudio de unién a proteinas

e Tiempo de equilibrio

En la primera parte del estudio de unién a proteinas, se determind el tiempo necesario
para que el analito alcanzara el equilibrio, es decir en que la concentracion de farmaco
libre fuera igual en ambos lados de la membrana3®. Tomando en cuenta que las medidas
precisas y exactas dependen de establecer y mantener las condiciones de equilibrio
durante el estudio, se establecieron condiciones criticas en el estudio de uniéon a
proteinas tales como la concentracién de la solucion amortiguadora de didlisis, la
concentracion de albumina a emplear y la velocidad de agitacion, el pH, las

concentraciones de las muestras y la temperatura.?? 23

Con el fin de simular las condiciones fisiolégicas, se realizd el estudio a 37 ° C, se
empled una solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.4 a una concentracion 0.064 M
ya que, si la concentracion de la solucion amortiguadora es muy alta, existe la
posibilidad de que se presente el volumen de Shift o de desplazamiento en el cual, la
presion osmaética coloidal fuerza el flujo desde el compartimiento de la SA al lado de las
proteinas del dispositivo, lo cual diluiria la concentracidn de proteinas, alteraria el

equilibrio de unién y por lo tanto, una sobreestimacién del farmaco libre; mientras que,
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si se emplea una concentracidén baja se puede presentar el efecto de Donnan es decir
una distribucion desigual del farmaco libre en ambos lados de la membrana.?? 46-48
Estos fendbmenos pueden ser despreciables al usar una solucion amortiguadora
adecuada bajo las condiciones tipicas de ensayo y no es necesaria su medida rutinaria

para el formato de 96 pocillos. 1% 14,49

Se decidié emplear una velocidad de agitacion de 995 rpm la cual permitiria maximizar
el gradiente de concentracion alrededor de la membrana de diélisis y utilizar los insertos
sellados para evitar una posible pérdida por evaporacion durante la incubacion. Tanto
en la etapa de validacién del método analitico y en el estudio de unién a proteinas se
utilizaron muestras con porcentaje final de disolvente proveniente de la solucion stock
menor a 1.25% del volumen total para no afectar la interaccidn de unién a proteinas ya
que se han reportado casos, por ejemplo, con acetonitrilo en donde se observé una
disminucién en la unidén a proteinas, debido a la competencia de este por los sitios de
union de la albumina. 2> 3% Debido a que en ocasiones la medida de la union a proteinas
plasmaticas representa técnicamente un reto, y a la importancia de este parametro,
muchas compafias farmacéuticas han implementado variaciones de la técnica de
dialisis al equilibrio 223 49 tales como el método de dilucién en el cual, se utiliza plasma
diluido para incrementar la concentracién de farmaco libre, facilitando su cuantificaciéon
y acortar el tiempo necesario para saturar la unién no especifica, el método de dilucién
ha sido empleado para analizar compuestos que debido a sus propiedades
fisicoquimicas pueden representar un reto como el caso de farmacos con un porcentaje
de uniéon muy alto, muy lipofilicos o con elevado peso molecular, se ha reportado que

empleando plasma diluido 5, 10 y hasta 20 veces ha proporcionado resultados
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confiables para este tipo de compuestos.'??® Tomando en cuenta lo anterior, se

emplearon muestras del analito preparadas en solucién de albumina a 8 mg/mL.

Posteriormente, con los datos obtenidos se elaboré una grafica del porcentaje del

farmaco libre con respecto al tiempo (ver anexo ).

Tiempo de equilibrio

50
45
40
35
30

%Concentracion farmaco libre

25 Rep 1
20 Rep 2
= Rep 3
10
0
0 1 2 3 4 5 6
tiempo (h)

Figura 13. Tiempo necesario para alcanzar el equilibrio para sulfametoxazol a 5 ug/mL, por triplicado.

Como se observa en la figura 13, el tiempo necesario para que el analito alcanzara el
equilibrio fue de 2 horas. Ya que a partir de este tiempo se observa un comportamiento
de los datos en el que hasta cierto punto el porcentaje de farmaco unido comienza a
disminuir, lo cual se puede deber a que los sitios de union de la albumina se empiezan
a saturar, con el consecuente incremento de la concentracion del farmaco libre. Como
se observa, el tiempo requerido es menor al tiempo tipico de incubacion, debido a que,
al emplear albumina diluida, el valor aparente de la fraccion no unida es alta y la
concentracion de farmaco aumenta, ademas de que el sulfametoxazol es un farmaco

altamente permeable y al entrar en contacto con la membrana de dialisis que, para el

61



caso de los insertos empleados es grande, se logra alcanzar el estado de equilibrio en

un menor tiempo.® 4 12
e Grado de unién a proteinas

Tomando en cuenta que en los estudios del grado de union a proteinas se suele usar
por lo menos 3 concentraciones de prueba del analito, que se encuentren dentro del
rango terapéutico y toxicoldgico del mismo, normalmente de 0.1 a 20 uM, se emplearon
para el estudio las concentraciones de 5, 6 y 7 yg/mL, debido a que a bajas
concentraciones del farmaco, podria perderse una alta afinidad y a una alta
concentracion del farmaco, podria ocurrir la saturacién de los sitios de union a
proteinas, lo cual es de importancia en la etapa de desarrollo del farmaco para
determinar de manera adecuada el margen de seguridad para estudios toxicocinéticos

realizados en modelos animales.# 22-23. 50

Como se observa en la tabla 22, en el nivel de concentracion de 5 pg/mL se obtuvo un
valor promedio del porcentaje de union a farmacos (ver anexo Il) comparable con los
resultados reportados en la literatura empleando el mismo dispositivo de dialisis, es
decir, de 71.8 % '* con un coeficiente de variacion de 3.99 %; mientras que, si se
observan los porcentajes de farmaco unido a albumina para los otros dos niveles de
concentracion, son parecidos al valor tedrico, con excepcion de dos repeticiones, para

los cuales se obtuvo un coeficiente de variacién mayor al 15 %.
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Tabla 22. Datos obtenidos en la determinacion del grado de unién de sulfametoxazol n=9.

Concentracion Inserto  Concentracion  Concentracion %Farmaco %Farmaco Promedio cv

inicial en SA en albumina libre unido

S pg/mL 1 1.569 2.440 26.461 73.539
2 1.661 2.463 29.313 70.687 70.707 3.990

3 1.575 2.242 32.104 67.896

6 pg/mL 1 1.918 2.639 34.763 65.237
2 1.839 2.517 35.157 64.843 57.051 24.259

3 1.867 2.128 58.929 41.071

7 pg/mL 1 2.044 3.135 27.236 72.764
2 2.150 2417 57.264 42.736 61.363 26.508

3 2.030 2916 31.411 68.589




En los casos en los que el criterio de aceptacién no es alcanzado, estos datos son
rechazados y se analizan las posibles causas de la alta variabilidad en donde, si se
rechazaran los datos del control, también se tendrian que rechazar los datos del
compuesto de prueba, algunas causas pueden estar relacionadas con que el estado de
equilibrio no sea alcanzado, debido a las propiedades fisicoquimicas del compuesto
como baja solubilidad, inestabilidad y alta union no especifica, o a retos bioanaliticos
como poca sensibilidad. 22023 | g variabilidad obtenida en los niveles de 6 y 7 pg/mL se
atribuye a la imprecisién en la transferencia de la solucion del analito a los insertos
debida a la formacién de burbujas a los pocillos ya que éstas podrian modificar el
estado de equilibrio en el estudio. Tomando en cuenta lo anterior, lo mas recomendable
seria considerar aumentar el numero de réplicas por experimento en futuros estudios de

tres a por lo menos cinco repeticiones.
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9. CONCLUSIONES

Mediante el presente estudio de unidn a proteinas, se logré implementar la metodologia
estandarizada para la determinacion del grado de union a proteinas por el método de
dialisis al equilibrio, dentro del Laboratorio de Investigacion Farmacéutica de la FES
Zaragoza, el cual podra ser utilizado como un control para porcentaje de union a
proteinas de farmacos ya conocidos para futuros estudios de union a proteinas que se

desarrollen en el mismo laboratorio.

En esta metodologia se establecieron como condiciones preliminares, el trabajo durante
el estudio con los insertos cubiertos con cinta de sellado, 37 °C como temperatura de
incubacion, una velocidad de agitacion de 995 rpm, una solucion amortiguadora de
dialisis 0.064 M, pH 7.4, un porcentaje de disolvente presente en las muestras de
diadlisis de no mas del 1.25 %, un minimo de 5 réplicas de las muestras por
experimento, y una concentraciéon de albumina de 8 mg/mL para sulfametoxazol. Sin
embargo, es importante mencionar que es necesario considerar las propiedades
fisicoquimicas del farmaco ya que en los casos en los que debido a estas la
determinacién del porcentaje de unidn a proteinas resulta un reto, se puede optar por

variaciones de la técnica como el método de dilucion.

65



10.REFERENCIAS

. Tozer TN, Rowland M. Introduction to pharmacokinetics and pharmacodynamics:
the quantitative basis of drug therapy. Baltimore: Lippincott Williams & Wilkins;
2006.

. Wasan KM, Cassidy SM. Role of plasma lipoproteins in modifying the biological
activity of hydrophobic drugs. J. Pharm. Sci. 1998; 87(4): 411-424.

. Tozer TN, Rowland M. Clinical pharmacokinetics and pharmacodynamics:
concepts and applications. Baltimore: Lippincott Williams & Wilkins; 2011.

. Shargel L, Yu Andrew BC. Applied biopharmaceutics & pharmacokinetics 3? ed.
Norwalk, Connecticut: Appleton & lange; 1993.

. Fournier T, Medjoubi-N N, Porquet D. Alpha-1-acid glycoprotein. Biochim.
Biophys. 2000; 1482(1-2): 157-171.

. Colmenarejo G, Alvarez-Pedraglio A, Lavandera JL. Cheminformatic models to
predict binding affinities to human serum albumin. J. Med. Chem. 2001; 44(25):
4370-4378.

. He XM, Carter DC. Atomic structure and chemistry of human serum albumin.
Nature. 1992; 358(6383): 209-215.

. Burton LL, Chabner BA, Knollmann BC editores. Goodman & Gilman: Las bases
farmacoldgicas de la terapéutica. 122 ed. México: McGraw-Hill; 2012.

. Schmidt S, Gonzalez D, Derendorf H. Significance of protein binding in
pharmacokinetics and pharmacodynamics. Journal of pharmaceutical sciences

2010; 99(3): 1107-1122.

66



10.Smith DA, Di L, Kerns EH. The effect of plasma protein binding on in vivo
efficacy: Misconceptions in drug discovery. Nat Rev Drug Discov. 2010; 9(12):
929-9309.

11.Wagner JG. Farmacocinética clinica. Barcelona: Reverté; 1983.

12.Riccardi K, Cawley S, Yates PD, Chang C, Funk C, Niosi M, et al. Plasma Protein
Binding of Challenging Compounds. Journal Of Pharmaceutical Sciences. 2015;
104(8): 2627-2636.

13.Ascenzi P, Fanali G, Fasano M, Pallottini V, Trezza V. Clinical relevance of drug
binding to plasma proteins. Journal Of Molecular Structure. 2014; 1077: 4-13.

14.Waters NJ, Jones R, Williams G, Sohal B. Validation of a rapid equilibrium
dialysis approach for the measurement of plasma protein binding. Journal Of
Pharmaceutical Sciences. 2008; 97(10): 4586-4595.

15.Lindup W E, Orme MC. Clinical pharmacology: plasma protein binding of drugs.
British medical journal. 1981; 282(6259): 212-214.

16. Hall LM, Hall LH, Kier LB. Modeling drug albumin binding affinity with e-state
topological structure representation. J. Chem. Inf. Comput. Sci. 2003; 43(6):
2120-2128.

17.Gillette JR. Factors affecting drug metabolism. Annals of the New York Academy
of Sciences. 1971; 179(1): 43-66.

18.Liu X, Chen C, Hop CE. Do we need to optimize plasma protein and tissue
binding in drug discovery? Curr Top Med Chem. 2011;11(4):450-466.

19.Lombardo F, Obach RS, Shalaeva MY, Gao F. Prediction of volume of

distribution values in humans for neutral and basic drugs using physicochemical

67



measurements and plasma protein binding data. J. Med. Chem. 2002; 45(13):
2867-2876.

20.Wang H, Zrada M, Anderson K, Katwaru R, Harradine P, Choi B, et al.
Understanding and reducing the experimental variability of in vitro plasma protein
binding measurements. Journal of pharmaceutical sciences. 2014; 103(10):
3302-3309.

21.Ye Z, Zetterberg C, Gao H. Automation of plasma protein binding assay using
rapid equilibrium dialysis device and Tecan workstation. Journal of
pharmaceutical and biomedical analysis. 2017; 140: 210-214.

22.Howard M, Hill JJ, Galluppi GR, McLean MA. Plasma protein binding in drug
discovery and development. Combinatorial Chemistry & High Throughput
Screening. 2010; 13(2): 170-187.

23. Di L, Breen C, Chambers R, Eckley S, Fricke R, Ghosh A, et al. Industry
Perspective on Contemporary Protein-Binding Methodologies: Considerations for
Regulatory Drug-Drug Interaction and Related Guidelines on Highly Bound
Drugs. Journal Of Pharmaceutical Sciences. 2017; 106(12): 3442-3452.

24 .Benet LZ, Hoener BA. Changes in plasma protein binding have little clinical
relevance. Clinical Pharmacology And Therapeutics. 2002; 71(3): 115-121.

25.Heuberger J, Schmidt S, Derendorf H. When is protein binding important?
Journal Of Pharmaceutical Sciences. 2013; 102(9): 3458-3467.

26.Hinderling PH, Hartmann D. The pH dependency of the binding of drugs to

plasma proteins in man. Therapeutic Drug Monitoring 2005; 27(1): 71-85.

68



27.Rowland Yeo K, Aarabi M, Jamei M, Rostami-Hodjegan A. Modeling and
predicting drug pharmacokinetics in patients with renal impairment. Expert
Review Of Clinical Pharmacology. 2011; 4(2): 261-274.

28.Vanholder R, De Smet R, Ringoir S. Factors influencing drug protein binding in
patients with end stage renal failure. European Journal Of Clinical Pharmacology.
1993; 44(1): S17-S21.

29.Vanholder R, Van Landschoot N, De Smet R, Schoots A, Ringoir S. Drug protein
binding in chronic renal failure: evaluation of nine drugs. Kidney Int. 1988; 33(5):
996-1004.

30.Ji Z, Yuan H, Liu M, Hu J. 1H-NMR study of the effect of acetonitrile on the
interaction of ibuprofen with human serum albumin. Journal Of Pharmaceutical
And Biomedical Analysis. 2002; 30(1): 151-159.

31.Di L, Umland JP, Trapa PE, Maurer TS. Impact of recovery on fraction unbound
using equilibrium dialysis. Journal Of Pharmaceutical Sciences. 2012; 101(3):
1327-1335.

32.Mofat AC, Osselton D, Widdop B. Clarke’s Analysis of drug and poisonsons in
pharmaceuticals, body fluids and postmortem material. 4th ed. London:
Pharmaceutical Press; 2011.

33.Sweetman SC. Martindale: The complete drug reference. 36th ed. London:
Pharmaceutical Press; 2009.

34.Florey K. Analytical profiles of drug substances. Vol. 2. USA: Academic Press;
1973.

35.Hernandez Abad VJ, Sanchez Gonzalez EG, Vazquez Lira JC, Mora Guevara

JLA, Mendoza Mata MT. Introduccién a las técnicas cromatograficas

69



instrumentales mas utilizadas en el Analisis Farmacéutico. Ciudad de México:
Universidad Nacional Autonoma de México: Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza; 2008.

36.Moldoveanu SC, David V. Essentials in modern HPLC separations. Waltham
Massachusetts: Elsevier; 2012.

37.Ahuja S, Rasmussen H (eds.). Separation Science and Technology volumen 8
HPLC Method Development for Pharmaceuticals. ltalia: Academins Press; 2007.

38.Shabir GA. Validation of high-performance liquid chromatography methods for
pharmaceutical analysis Understanding the differences and similarities between
validation requirements of the US Food and Drug Administration, the US
Pharmacopeia and the International Conference on Harmonization. J.
Chromatogr. A. 2003; 987 (1-2): 57-66.

39.Comision Permanente de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 112 edicion. Ciudad de México:
Secretaria de Salud; 2014.

40.Hernandez Abad VJ, Sanchez Gonzalez EG. Introduccion a la validacion de
métodos analiticos para el laboratorio farmacéutico de control de calidad. Ciudad
de Meéxico: Universidad Nacional autonoma de Meéxico: Facultad de estudios
Superiores Zaragoza; 2017.

41.Wayne WD. Bioestadistica. Base para el analisis de las ciencias de la salud. 42
ed. Ciudad de México: Editorial Limusa; 2002.

42.Hernandez Abad VJ, Mora Guevara JLA, Sanchez Ruiz JF. Validacion de
Métodos Analiticos. Ciudad de México: Universidad Nacional Auténoma de

México: Facultad de Estudios superiores Zaragoza; 2006.

70



43.Center for Drug Evaluation and Research. (2013). Gridance for Industry:
Bioanalytical Method Validation. United Satates Department of Health and
Human Services. Rockville, Maryland.

44.International Conference of Harmanization, Q2(R1) Harmonized Tripartite
Guideline, Validation of analytical procedures: Text and methodology; 2005.

45.Secretaria de Salud. Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013, 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 de intercambiabilidad. Requisitos para realizar los estudios
de biocomparabilidad. Requisitos a que deben sujetarse los Terceros
Autorizados, Centros de Investigacion o Instituciones Hospitalarias que realicen
pruebas de biocomparabilidad. Ciudad de México: Secretaria de Salud; 2013.

46.Medina Reyes LJ, Garcia Aguirre LJ. Estudios de unién a proteinas plasmaticas
del albendazol y su principal metabolito, sulféxido de albendazol. Tesis de
licenciatura. Ciudad de México: Universidad Nacional Autonoma de México;
1995.

47.Mapleson W. Computation of effect of Donnan Equilibrium on pH in Equilibrium
Dialysis. J. Pharm. Methods. 1987; 17 (3): 231-242.

48. Huang JD, Errors in estimating the unbound fraction of drugs due to the volumen
of Shift in equilibrium dialysis, J Pharm. Sci. 1983; 72 (11): 1368-13609.

49.Zamek-Gliszczynski MJ, Ruterbories KJ, Ajamie RT, Wickremsinhe ER, Pothuri
L, Rao MVS, et al. Validation of 96-well equilibrium dialysis with non-radiolabeled
drug for definitive measurement of protein binding and application to clinical

development of highly-bound drugs. J Pharm Sci. 2011;100(6):2498-2507.

71



50.Zhang F, Xue J, Shao J, Jia, L. Compilation of 222 drugs’ plasma protein binding

data and guidance for study designs. Drug discovery today, 2012; 17(9-10): 475-485.

72



11.ANEXO |. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES

11.1 Solucién amortiguadora de fosfatos (SA) pH 3, 0.005 M

Colocar 0.596074 g de fosfato de potasio monobasico anhidro en un vaso de
precipitados, adicionar aproximadamente 500 mL de agua desionizada y disolver,
adicionar el agua restante para completar un volumen de 1 L, adicionar 32 uL de acido
fosforico, homogeneizar con un agitador magnético. Medir el pH, de ser necesario

ajustar a pH 3 con hidroxido de sodio o acido clorhidrico 0.1 N.

10.2. Soluciéon amortiguadora de fosfatos (SA) pH 3, 0.005 M + Dietilamina

10“M

Colocar 0.596074 g de fosfato de potasio monobasico anhidro en un vaso de
precipitados, adicionar aproximadamente 500 mL de agua desionizada y disolver,
adicionar el agua restante para completar un volumen de 1 L, adicionar 32 uL de acido
fosforico, homogeneizar con un agitador magnético. Medir el pH, de ser necesario
ajustar a pH 3 con hidréxido de sodio o acido clorhidrico 0.1 N. Adicionar 10.4 uL de

dietilamina, homogeneizar con un agitador magnético, verificar el pH.
10.3. Acido acético glacial en metanol al 1%

Verter aproximadamente 30 mL de metanol grado HPLC a una probeta, adicionar 0.5

mL de acido acético glacial, completar el volumen con metanol hasta 50 mL, agitar.
10.4. Soluciéon amortiguadora (SA) de fosfatos pH 7.4 0.064 M para dialisis

Verter 50 mL de agua desionizada en una probeta. Disolver en un vaso de precipitados

0.16846 g de fosfato de potasio monobasico y 0.34174 g de fosfato de potasio dibasico,
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medir el pH y, de ser necesario ajustar a pH 7.4 con hidroxido de sodio o acido

clorhidrico 0.1 N.
10.5. Solucién de albumina a 8 mg/mL

Adicionar 400 mg de albumina a un matraz volumétrico de 50 mL, adicionar
aproximadamente 30 mL de solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4, colocar el tapén

del matraz y sonicar por dos minutos, aforar y homogeneizar.

10.6. Fase movil Metanol-SA de fosfatos 0.005 M, pH 3, 30:70 + Dietilamina

10*M (100 mL)

Adicionar a una probeta 30 mL de metanol y 70 mL de SA de fosfatos 0.005 M, pH 3 +

dietilmina 10-* M, homogeneizar con un agitador magnético, filtrar a vacio y sonicar por

30 minutos.
10.7. Desarrollo del método analitico
10.7.1. Solucion Stock del farmaco

Adicionar 12.5 mg de sulfametoxazol o trimetoprima a un matraz volumétrico de 25 mL,

disolver y aforar con metanol grado HPLC, homogeneizar.

10.7.2. Solucién de farmaco a 10 y 50 yg/mL

Adicionar con una micropipeta las correspondientes alicuotas de solucién Stock del
farmaco como se indica en la tabla 23, a matraces volumétricos de 10 mL, aforar con

fase movil, homogeneizar.
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Tabla 23. Preparacion de muestras de farmaco a 10 y 50 ug/mL.

Alicuota de sol. Stock Aforo con fase movil Concentracion final
200 pL 10 mL 10 pg/mL
1000 pL 10 mL 50 pyg/mL
10.8. Optimizacién del método
10.8.1. Solucion de trimetoprima a 20 pg/mL en fase moévil

Adicionar 400 pL de solucion stock de trimetoprima preparada como se indica en el
punto 10.7.1 a un matraz volumétrico de 10 mL, aforar con fase movil (punto 10.6),

homogeneizar.

10.8.2. Solucién Stock de sulfametoxazol (800 pg/mL)

Adicionar 8 mg de sulfametoxazol a un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y aforar

con metanol grado HPLC, homogeneizar.

10.8.3. Solucién Stock de trimetoprima (400 pug/mL)

Adicionar 4 mg de trimetoprima a un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y aforar con

metanol grado HPLC, homogeneizar.

10.8.4. Soluciéon de sulfametoxazol a 5 pyg/mL en albumina

Adicionar 62.5 uL de la solucién stock de sulfametoxazol a 800 ug/mL a un matraz
volumétrico de 10 mL, aforar con solucion de albumina a 8 mg/mL, evitando la

formacion de burbujas.

10.8.5. Soluciéon del estandar interno (Sl) trimetoprima a 10 ug/mL en

solucion de acido acético-metanol al 1%
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Adicionar 250 pL de solucién stock de trimetoprima a 400 pyg/mL a un matraz

volumeétrico de 10 mL, disolver y aforar con solucion de acido acético-metanol al 1%.

10.9. Validaciéon del método analitico

10.9.1. Soluciones de sulfametoxazol para la curva de calibracion

Preparar por triplicado cada nivel de concentracion, adicionando con una micropipeta la
alicuota correspondiente de solucién Stock (punto 10.8.2) de acuerdo con la tabla 24 a

un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y aforar con fase movil.

Tabla 24. Preparacion de soluciones para curva de calibracion.

Alicuota de sol. Stock Aforo con fase movil Concentracion final
12.5 uL 10 mL 1 pg/mL
37.5 L 10 mL 3 pg/mL
62.5 uL 10 mL 5 pg/mL
87.5 uL 10 mL 7 ug/mL
125 uL 10 mL 10 pg/mL
10.9.2. Precision del sistema

Preparar por sextuplicado muestras de sulfametoxazol a 5 ug/mL como se indica en el

punto 10.8.4.

10.10. Validacion del método analitico

10.10.1. Solucién Stock de sulfametoxazol para limite de cuantificacion

Adicionar 4 mg de sulfametoxazol a un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y aforar

con metanol grado HPLC, homogeneizar.

10.10.2. Solucién de sulfametoxazol a 40 ug/mL
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Adicionar a n matraz volumétrico de 10 mL, 1000 uL de soluciéon stock, aforar con

metanol HPLC, homogeneizar.

10.10.3. Limite de cuantificacion

Preparar por triplicado muestras de sulfametoxazol, adicionando la alicuota
correspondiente de solucion stock de sulfametoxazol (punto 10.10.1) para las
concentraciones de 0.05-0.5 pg/mL o de solucién de sulfametoxazol a 40 ug/mL para
las concentraciones de 0.75 y 1 yg/mL, como se indica en la tabla 25 a un matraz

volumétrico de 10 mL, aforar con solucion de albumina a 8 mg/mL, homogeneizar.

Tabla 25. Preparacion de muestras para limite de cuantificacion.

Alicuota de Aforo con albumina Concentracion final
sulfametoxazol en

metanol

12.5 uL 10 mL 0.05 pg/mL

25 uL 10 mL 0.1 ug/mL
37.5 uL 10 mL 0.15 pug/mL
62.5 uL 10 mL 0.25 ug/mL
125 pL 10 mL 0.5 pug/mL
18.5 uL 10 mL 0.74 ug/mL

25 uL 10 mL 1 pug/mL

10.10.4. Linealidad del método

Preparar por triplicado cada nivel de concentracion adicionando la alicuota
correspondiente de solucion stock de sulfametoxazol (punto 10.8.2) como se muestra
en la tabla 26 a un matraz volumétrico de 10 mL, aforar con soluciéon de albumina y

homogeneizar.
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Tabla 26. Preparacion de muestras para linealidad del método.

Alicuota de sol. Stock Aforo con albumina Concentracion final
12.5 yL 10 mL 1 pg/mL
37.5 uL 10 mL 3 pug/mL
62.5 uL 10 mL 5 pg/mL
87.5 uL 10 mL 7 pug/mL
125 uL 10 mL 10 pg/mL
10.10.5. Precision del método

¢ Repetibilidad

Preparar por triplicado muestras de sulfametoxazol adicionando la correspondiente
alicuota de solucion stock (punto 10.8.2) como se indica en la tabla 27 a un matraz

volumétrico de 10 mL, aforar con solucion de albumina, homogeneizar.

Tabla 27. Preparacion de muestras para repetibilidad.

Alicuota de sol. Stock  Aforo con sol. Albumina Concentracion final

50 yL 10 mL 4 pg/mL
62.5 uL 10 mL 5 pg/mL
75 uL 10 mL 6 ug/mL

e Precision intermedia

Muestras de sulfametoxazol a 5 yg/mL en albumina (punto 10.8.4) preparadas por

triplicado por dos analistas en dos dias diferentes.
10.10.6. Exactitud

Preparar por triplicado muestras de sulfametoxazol adicionando la correspondiente
alicuota de solucion stock (punto 10.8.2) como se indica en la tabla 28 a un matraz

volumétrico de 10 mL, aforar con solucién de albumina, homogeneizar.




Tabla 28. Preparacion de muestras para exactitud.

Alicuota de sol. Stock  Aforo con sol. Albumina Concentracion final

12.5 yL 10 mL 1 pg/mL
50 pL 10 mL 4 pg/mL
62.5 pL 10 mL 5 pg/mL
75 uL 10 mL 6 ug/mL

10.10.7. Estabilidad de la muestra

Preparar por triplicado muestras de sulfametoxazol a 5 yg/mL en albumina (punto

10.8.4).

11.Estudio de unién a proteinas

11.1. Etanol al 20%

Adicionar a una probeta 400 mL de agua desionizada y completar un volumen de 500

mL con etanol absoluto, homogeneizar.

11.2. Muestras para dialisis al equilibrio

Preparar por triplicado cada nivel de concentracion adicionando la alicuota
correspondiente de soluciéon stock de sulfametoxazol (punto 10.8.2), como se indica en
la tabla 29 a un matraz volumétrico de 10 mL, aforar con solucién de albumina,

homogeneizar.

Tabla 29. Preparacion de muestras para dialisis al equilibrio.

Alicuota de sol. Stock  Aforo con sol. Albumina Concentracion final
62.5 uL 10 mL 5 pg/mL
75 uL 10 mL 6 pg/mL
87.5 uL 10 mL 7 yg/mL




12. ANEXO II. ANALISIS ESTADISTICO

12.1 Promedio

Para un conjunto de datos x1, X2, ..., Xn O Y1, Y2, ..., ¥n

7= ?=1xi o :)—/ — Z?=13"i
n n

Donde:
Xi €s la variable independiente.
yi es la variable dependiente.

12.2 Desviacion estandar (S)

S — ?zl(y_y)z
n—1

11.3 Coeficiente de variacién (CV)

CV =—=%x100

LIl \h

11.4 Pendiente (m)

_ n 2oy — (Uie %) i )
nYxl, — (Ch, x;)?

11.5 Ordenada al origen (b)

n n
i=1Yi i=1Xi
= —m

n n

b
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11.6 Desviacién estandar de los residuales -y (Sy/x)

1(yi—y)?
n-—2

Donde:
yi es la variable de respuesta.
y; es el valor estimado de la variable de respuesta, obtenido de la ecuacién de la recta.
11.7 Desviacién estandar de la pendiente de la recta de regresion (Sy,)
Sy/

\[Z x2 — xl)z

11.8 Desviacién estandar de la ordenada al origen de la recta de regresiéon

(Sb)
(zz‘zlxi)Z
1 n
Sp=S,/x |—+
I o Glax)?
i=1 L n

11.9 Coeficiente de determinacion (r?)

(Z x)’

mZ

2 —

no .2
i=1Xi —

Z?:l yl (ZL ;Llyl)

11.10 Estadigrafo t de Student para comparacion entre una media

encontrada y un valor teérico
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Donde:

y es el promedio de la variable de respuesta.

M es el valor tedrico de la media contra la que se comparan los resultados obtenidos.

S es la desviacion estandar de la serie de datos.

N es el numero de datos utilizados para realizar los calculos.

11.12 Intervalo de confianza para el estadigrafo t de Student (IC)

IC= 5+t

2

a,n—28

11.13 Analisis de varianza (ANADEVA) para linealidad del sistema y el

método

Tabla 30. ANADEVA para linealidad del sistema y el método.

Factor de Grados de Suma de Media de F calc
variacion libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 SCR MCR = SCR MCR
E d 2 SCER SCER MCER
rror de n-
regresion MCER = ——
Donde:

SCR= Suma de cuadrados de regresion.

SCR = m? [Z X2 — (Znﬁl
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SCER= Suma de cuadrados del error de regresion.

SCER =ZYL-2 —mZXiYi —bZYi

SCT= Suma de cuadrados del total.
11.14 Anadlisis de varianza (ANADEVA) de dos factores para precision
intermedia
Modelo estadistico: y;j, = u + A; + D;j + AD;j + eyij)
Donde:
Yijx= k-ésima observacion obtenida por el i-€simo analista en el j-ésimo dia.
u= Media poblacional de las observaciones obtenidas aplicando el método analitico.
A;= Efecto del i-ésimo analista en el resultado analitico.
D;= Efecto del j-ésimo dia en el resultado analitico.

AD;;= Efecto de la interaccion del i-ésimo analista en el j-ésimo dia de la respuesta

analitica.

ex(ij)= Error experimental de la k-€sima observacion realizada por el i-esimo analista en

el j-ésimo dia.
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Tabla 31. ANADEVA para precision intermedia.

Fuente de Grados de Suma de Media de F calculada F tablas
variacion libertad gl cuadrados cuadrados
Analista (i-1) SCa SCy MC,
MCA B
gla MC, Fa2, giA, gle)—
Dia (-1) SCp SCp MCp Ft-a2, giA, gle)
MCD = —0
ng MCe
Interaccion (i-1)(-1) SCap SCyp MCyp
analista-dia MCyp =
9lap MC,
Error SCe SC,
. MC, =
(k-1)(ij) ¢ gl,
Donde:

i=numero de analistas.
j= numero de dias.
k= numero de réplicas por cada combinacion de los factores analista-dia.

SCa= Suma de cuadrados del analista.

Die1 YLZ _ 3’_2

SCa = IT: ijk

n

" . y# = Sumatoria elevada al cuadrado de los datos obtenidos para cada analista sin

importar dia o réplica.
y?= Cuadrado de la sumatoria de todos los valores obtenidos.

SCp= Suma de cuadrados del dia.

n 2 2
j=1Yj. Yo

S == Tk

n

7_1y5 = Sumatoria elevada al cuadrado de los datos obtenidos ‘para cada dia sin

importar analista o réplica.




SCap= Suma de cuadrados de analista-dia.

SC, = i1 21]'1=1 Yizj. _ vt _ Z;'l=1 3’3 + y_2
AD k jk ik ijk

Y, 2%, y5 = Sumatoria elevada al cuadrado de los datos obtenidos para cada

combinacion analista-dia sin importar la réplica.

SCe= Suma de cuadrados del error.

?:12?:122:1}/5;( = Sumatoria del cuadrado del valor de cada resultado analitico.

11.15.  Fraccion diluida (fy)

Concentracion en SA

fa

- Concentraciéon en albumina
11.16.  Fracciéon no diluida (f,q)

1/D
((1/f) = 1) +1/D)

fnd:(

Donde:
D= Factor de dilucion de la solucion de albumina.

11.17. Porcentaje de farmaco libre (%F Liore)

W ( Concentracion en SA ) 00
orL— Concentracion en albamina
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11.18.

11.19.

Porcentaje de farmaco unido a proteinas (%F unido)

%Funido = 100% - %FLibre

Porcentaje de concentracion de farmaco libre (%CkgL)

concentracion en SA * 100
%Cr, =

Concentracion inicial
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