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RESUMEN.

El albendazol (ALB) es un antihelmintico de amplio espectro derivado del
benzimidazol. Se utiliza cominmente en el tratamiento de la equinococosis, los
quistes hidatidicos y la neurocisticercosis. En el presente trabajo, se propone un
método analitico capaz de cuantificar simultaneamente ALB y sulfoxido de
albendazol (ALBSO) en plasma, mediante cromatografia de liquidos de ultra alta
presion (Ultra High Pressure Liquid Chromatography o UHPLC por sus siglas en

inglés) acoplada a espectrometria de masas- masas (MS-MS).

Se realiz6 una técnica de extraccion liquido-liquido con acetato de etilo, acidificado
con &cido férmico. La columna seleccionada fue una Phenomenex Luna C18 con un

diametro interno de 2.0 mm, longitud de 100 mm y un tamafio de particula de 3 pum.

La fase movil fue una mezcla de acido formico 0.1%: metanol con una elucion en
gradiente a diferentes velocidades de flujo y tiempos de elucion. La temperatura de
la columna fue de 30°C. Se utiliz6 una fase de lavado de metanol: isopropanol 50:50
v/v y se seleccioné mebendazol (MBZ) como estdndar interno. Los tiempos de
retencion fueron de 1.8min-2.8min, 0.6min-1.6min y 1.8min-2.8min para ALB,
ALBSO y MBZ respectivamente. El método propuesto se validé con base a los
parametros establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013. La
estabilidad de la muestra se evalué a largo plazo (durante 56 dias en congelacion), a
temperatura ambiente (durante 22.2 h), en el automuestreador (durante 22.2 ha 4 °C),
de la muestra procesada (durante 5.9 h en refrigeracion), de la muestra evaporada
post-extraccion (durante 5.8 h en refrigeracion) y se evaluo la estabilidad a tres ciclos

de congelacion y descongelacion.

Se demostrd que el método propuesto es selectivo, lineal, preciso y exacto para la

cuantificacion de albendazol y sulfoxido de albendazol.



INTRODUCCION

A partir de la década de los noventa se intent0 abatir el alto costo de los medicamentos
de patente mediante la permision de medicamentos que fueran genéricos
intercambiables. Esto propicio que México desarrollara un esquema orientado a la

demostracion de la equivalencia terapéutica.

Un medicamento genérico contiene un principio activo ya conocido y previamente
desarrollado. Su costo es menor que el de patente (o innovador) ya que su desarrollo
y comercializacion es mas sencilla. Pueden diferir en otros componentes, como

saborizantes, estabilizadores, otros excipientes y en su proceso de fabricacion.

Actualmente, para que un medicamento se considere como genérico, debe de cumplir
con las pruebas de intercambiabilidad sefialadas por el Consejo de Salubridad
General. Entre estas pruebas se encuentran la de bioequivalencia que tiene como
objetivo garantizar la seguridad y eficacia de un medicamento genérico al introducirlo

al mercado.

En un estudio de bioequivalencia, después de la administracion de cada formulacion,
es necesario saber qué cantidad de farmaco existe en el organismo y como va
cambiando a lo largo del tiempo, es por esto por lo que se obtienen muestras sucesivas
ya que los parametros sobre los que se basara la afirmacion de bioequivalencia (AUC,
Cmax y Tméx) se calculan a partir de la curva de las concentraciones del farmaco

durante el tiempo en el que se extraen las muestras.



Una vez extraidas, se procesan y conservan adecuadamente para garantizar que la
sustancia o principio activo esté en condiciones Optimas para la cuantificacion en la

matriz bioldgica contenida.

Para realizar la cuantificacion del analito es necesario desarrollar un método analitico,
el cual debe estar validado, ya que debe reunir condiciones de precisién, exactitud y
selectividad adecuadas para garantizar que los resultados obtenidos seran los

correspondientes a aquello que se desea medir.

Por otro lado, México presenta una alta prevalencia de helmintiasis, sobre todo en
zonas de pobreza extrema o con altos indices de desnutricién, por lo que es importante
garantizar el acceso a estas poblaciones a medicamentos que ayuden a prevenir o

tratar estas enfermedades.

En el presente trabajo, se propone un método analitico capaz de cuantificar
albendazol y sulféxido de albendazol, en plasma humano y se realiza la validacién de
este método con la finalidad de que pueda ser utilizado en un estudio de
bioequivalencia en sujetos de investigacion administrando 400 mg de albendazol

después de la ingesta de alimentos.






1. MARCO TEORICO.

1.1. Las helmintiasis en México y el mundo.

Los helmintos son parésitos invertebrados multicelulares. Son bien tolerados por el
hospedero, ya que viven bajo una relacion simbiotica. Tienen una alta prevalencia en
la poblacién general, indicando que los helmintos han desarrollado métodos

moleculares sofisticados de evasion de la respuesta inmune y supresion.!

La mortalidad ocasionada por las infestaciones por helmintos es relativamente baja,
pero hay un alta prevalencia de estas, lo cual, constituye un serio problema de salud
publica. Las helmintiasis son buenos indicadores de pobreza extrema, asi como de

mala nutricion en comunidades donde ambos coexisten.!

Diversos son los agentes que pueden infestar el intestino humano, entre los helmintos
que se han aislado con mas frecuencia se encuentran a Ascaris lumbricoides,

Trichuris trichiura, Hymenolepis nana, Taenia en sus especies saginata y solium.?

Las manifestaciones clinicas méas reportadas cuando existe infestacion por estos
parasitos son: diarrea, dolor abdominal, estrefiimiento, ndusea, vomito, prurito anal,
distension abdominal, cefalea, hiporexia, anorexia, meteorismo, anemia, astenia y

adinamia.?

Las helmintiasis constituyen un importante problema de salud tanto en medicina
humana como en veterinaria. Por razones sociales, demograficas y bioldgicas, la
prevalencia de estas parasitosis es mas elevada en paises en vias de desarrollo donde
la mayor parte de la poblacion carece de servicios de salud y condiciones sanitarias

apropiadas.®



Segun la Organizacion Mundial de la Salud, las parasitosis son enfermedades con un
alto indice de morbimortalidad y se ha estimado que cerca de 3.5 billones de personas

estan afectadas.*

En México se ha encontrado una relacion directa entre la prevalencia de las
parasitosis intestinales con la deficiencia de las condiciones sanitarias adecuadas, por
ejemplo, carencia de agua potable y drenaje o un sistema deficiente de recoleccion de
basura. En el estado de Puebla se ha estimado que hay 1105 con helmintiasis por cada
100,000 habitantes. Debido a la ausencia de servicios de salud e idiosincrasia de las
comunidades rurales, se ha propiciado el uso de remedios tradicionales y la

automedicacion.?

En Meéxico, en el afio 2002, se reportaron 425,494 casos de otras helmintiasis;
210,287 de ascariasis. La prevalencia de parasitosis intestinal se ha descrito en 49.1%
de nifios y en 53% de la poblacidn general. Un estudio describe que 40.2% de los
nifios en Colima presentan parasitosis intestinal. La mayoria de los estudios
transversales de México describen un patron de ocurrencia alrededor de 40%; sin
embargo, en otras investigaciones se ha reportado que mas de 69% de las personas

presenta parasitosis intestinal por agentes patdgenos o comensales.?

Entre los factores de riesgo evaluados se ha identificado que en algunas poblaciones
el sexo femenino presenta mayor predisposicion, asi como estado civil soltero, origen
del agua de consumo humano proveniente de pozo o entubada (no potabilizada),
manipulacion inadecuada de alimentos, eliminacion de excretas al aire libre y

caracteristicas de la vivienda (piso de tierra).?

A continuacion, se presentan los casos de ascariasis y otras helmintiasis reportadas
por entidad federativa hasta la semana 44 del afio 2019 y las acumuladas durante el
afo 2018:



Cuadro 1. Casos de ascariasis y otras helmintiasis por entidad federativa hasta la semana 44 del afio 2019 y las
acumuladas durante el afio 2018.5

ASCARIASIS OTRAS HELMINTIASIS
ENTIDAD 2019 2019
FEDERATIVA AT 2018 AT 2018
Sem. acum. Sem. acum.
M F M F
Aguascalientes 2 29 39 47 13 429 444 1033
Baja California - 14 17 14 35 694 914 1946
Baja California Sur - 7 11 79 33 399 510 1037
Campeche 4 72 96 220 6 354 383 746
Coahuila - 15 21 52 32 354 467 807
Colima 5 152 199 466 28 806 990 1951
Chiapas 68 1918 2354 4197 110 2577 3343 2008
Chihuahua 7 104 140 259 26 550 646 1546
Ciudad de México 1 54 56 154 99 2229 2881 5465
Durango 1 61 54 90 6 105 93 235
Guanajuato 2 26 55 76 29 382 496 859
Guerrero 118 2080 2762 4778 139 2862 3085 7370
Hidalgo 24 417 525 1055 49 773 894 2308
Jalisco 3 119 154 365 134 2297 2925 5852
Estado de México 37 252 315 577 261 4880 5981 | 11288
Michoacan 11 130 275 236 51 1152 1564 3059
Morelos - 15 14 45 72 1410 1902 3186
Nayarit 30 485 725 864 29 836 1103 2301
Nuevo Lebn 1 59 82 156 30 563 708 1215
Oaxaca 69 864 1150 2097 85 1802 2931 4162
Puebla 48 796 1000 2054 90 2077 2502 4404
Querétaro 1 9 38 58 2 17 18 90
Quintana Roo 19 542 528 1425 55 1362 1776 3298
San Luis Potosi 15 355 430 569 26 693 835 1599
Sinaloa 24 443 574 655 294 4520 6324 | 13284
Sonora 3 32 47 113 67 1136 1257 2545
Tabasco 29 894 990 1893 178 3289 3802 7295
Tamaulipas 9 544 589 1279 100 2126 3123 5522
Tlaxcala 1 25 20 67 8 274 315 830
Veracruz 146 3103 4166 7573 239 5228 6867 | 13358
Yucatan 90 1712 2487 5575 67 1803 2202 4584
Zacatecas 2 47 52 99 13 213 273 507
TOTAL 770 15385 19965 | 37187 2406 48192 | 61584 | 115690

Tomado de: https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/509528/sem44.pdf



https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/509528/sem44.pdf

El control de estas parasitosis se realiza principalmente con compuestos
bencimidazolicos del tipo del albendazol y mebendazol.?

1.2. Lanecesidad de medicamentos genéricos en México

Las helmintiasis, al ser un problema de salud caracteristico de zonas de mayor
pobreza, es necesario asegurar que se tenga acceso a los medicamentos para el

tratamiento y la prevencion de contagios.

Los medicamentos son un elemento esencial en la busqueda del grado méximo de
salud, por lo tanto, cualquier dificultad en el acceso a este recurso va a repercutir
directamente en la calidad de vida de la poblacion. Las patentes de medicamentos,
fundamentadas inicialmente en la proteccion de la propiedad intelectual, cuando son
utilizadas en exceso y sin verdaderas restricciones, llevan al establecimiento de
monopolios que determinan los elevados precios del producto. Este elevado costo, es
uno de los principales factores que determinan las dificultades en el acceso a los
medicamentos en los paises en vias de desarrollo. Las politicas de medicamentos
genéricos han surgido como una alternativa posible a esta problemaética, ya que no
solo se centran en la reduccion del precio, si no que a su vez aseguran la calidad del

producto.®

Desde la perspectiva econdmica, esta claro que la publicidad y la "marca” o "nombre
fantasia™ es una de las principales diferencias entre el medicamento original y el
genérico que determina la diferencia de precios. El laboratorio que introduce por
primera vez el producto en el mercado y goza de la proteccion de patentes durante un
tiempo, es quien mas invierte en promocion para afianzar su marca comercial. Los
segundos oferentes del medicamento, que entran una vez que la patente ha caducado,
pueden tener o no un nombre de fantasia, pero, generalmente, no invierten en
promoverlo. Compiten, no diferenciandose, sino ofreciendo mejores precios. Cuando

se cumplen las dimensiones legales y farmaco-clinicas es cuando se puede



implementar un mercado basado en la competencia por precios, ya que
inmediatamente al finalizar la proteccion por patentes se elimina el precio

monopdlico.®

Ademas, en la medida que ingresen nuevos oferentes al mercado, la competencia por
precios se fortalecera y estos tenderan a converger con el valor de commodity (aquel
valor que se determina en funcion de las condiciones de oferta y demanda del

mercado, si el bien es escaso su precio tenderé a incrementarse y viceversa).’

Para que un genérico pueda ser lanzado al mercado debe cumplir con requerimientos
de calidad:

El primer nivel en el desarrollo de sistema de aseguramiento de calidad, es el
cumplimiento de Buenas Practicas de Manufactura por todos los fabricantes. Estas
garantizan la uniformidad del comportamiento de las unidades del producto dentro
de un lote de produccién y entre lotes diferentes e incluyen los aspectos de control de

calidad relacionada con la pureza, identidad y potencia.’

Un segundo nivel en el aseguramiento de la calidad lo establecen estudios de
estabilidad que garantizan la conservacion de las propiedades en el tiempo y aseguran

la disponibilidad de productos seguros y confiables.’

Asimismo, los estudios de biodisponibilidad son criticos para farmacos de accién
sistémica o local dado que aportan la evidencia directa de cuando se inicia la
respuesta, su duracion e intensidad y el comportamiento de los niveles sanguineos en

una terapia crénica o aguda.’



1.3. Albendazol

Para desarrollar un método analitico es necesario conocer al analito de interés.

El albendazol es un derivado del benzimidazol, se caracteriza por ser un agente

antihelmintico de amplio espectro y ha demostrado una buena eficacia en el

tratamiento de la equinococosis, los quistes hidatidicos y la neurocisticercosis. Puede

detectarse en orina, liquido cefalorraquideo, higado, plasma o bilis.* El albendazol es

farmacol6gicamente inactivo, su principal metabolito es el sulfoxido de albendazol,

el cual presenta la actividad farmacoldgica.®

1.3.1. Propiedades fisicoquimicas.

La estructura, nombre IUPAC, formula condensada y peso molecular del albendazol

y sulfoxido de albendazol se muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Estructura y masa molar del sulfoxido de albendazol y albendazol. €19

Analito

Albendazol

Sulfoxido de

albendazol

Estructura

/\/SC[

H Q /
N >0
,—NH

N

Férmula condensada

Ci2rHi15N30>2S

T
P N i C12H15N3038S
TOL o~
NH

Masa
Molar

265.331 g

/ mol

281.33 g/

mol

Nombre
I[UPAC

Metil N- (6-
propilsulfanil-
1H-
bencimidazol-2-il)

carbamato

Metil N- (6-
propilsulfinil- 1H-
bencimidazol-2-il)

carbamato

El albendazol es un polvo cristalino incoloro con punto de fusién de entre 208 y 210
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°C. Es insoluble en agua, ligeramente soluble en metanol, acetonitrilo, cloroformo.

Muy soluble en dimetilsulfoxido, acidos y bases fuertes. Su pKa es de 10.6.

El sulféxido de albendazol es insoluble en agua y su pKa es de 9.8. Estos valores de

pKa se atribuyen a la pérdida del protén del grupo amino de la cadena lateral.?

1.3.2. Farmacodinamia

Después de la administracion de una dosis de albendazol via oral, este tiene una pobre
absorcidn, sin embargo, la proporcién que alcanza a ser absorbida es rapidamente

metabolizada a sulfoxido de albendazol.

La formacion de sulfoxido de albendazol se cataliza por la monooxigenasa de flavina
microsomal e isoformas del citocromo P450 en el higado y posiblemente también en
el intestino. La actividad de la monooxigenasa de flavina hepatica se asocia con la
formacion de (+) sulféxido de albendazol, mientras que los citocromos P450
producen preferentemente el metabolito sulfoxido (-). Ambos derivados de sulfoxido
se oxidan aun mas al metabolito de sulfona no quiral de albendazol, que es
farmacologicamente inactivo; esta reaccion favorece al (-) sulfoxido y probablemente
se convierta en una limitacion de la velocidad para determinar el aclaramiento y la
vida media en plasma del metabolito de (+) sulféxido bioactivo. Presenta efecto
vermicida, larvicida y ovicida frente a varias especies de nematodos, cestodos y

trematodos.®

El sulfoxido de albendazol provoca cambios degenerativos en las células
tegumentarias de los helmintos y protozoarios, se ha propuesto que inhibe la
polimerizacién de la tubulina para formar el microtibulo nuclear, afectando la
division mitdtica de la célula. Se suprime, de esta manera, el intercambio metabolico
nutricional entre la membrana y las estructuras internas de la célula. También inhibe

el fumarato reductasa, enzima que participa activamente en la sintesis de ATP, fuente



de energia indispensable para que la célula pueda llevar a cabo sus multiples

funciones.1?

1.3.3. Farmacocinética

1.3.3.1. Absorciéon

Al ser practicamente insoluble en agua, el albendazol se absorbe entre el 1y el 5%
de la dosis administrada en humanos. La absorcion se lleva a cabo en el estbmago y
en el intestino delgado siguiendo cinética de orden cero y un proceso de difusion
pasiva. Después de una administracion oral de 15 pg/Kg, los niveles plasmaticos
maximos del sulfoxido se presentan entre las 2 y 3 horas posteriores a su
administracion.® El sulfoxido total alcanza una concentracion plasmatica maxima de

aproximadamente 300 ng/mL, pero con una amplia variacion interindividual.*®

Se ha encontrado que la absorcion del albendazol se incrementa al administrar el
farmaco con una dieta rica en lipidos, aparentemente debido a que la presencia de
lipidos en el duodeno puede incrementar el flujo biliar y mejorar la absorcién por la
accion detergente de &cidos biliares. Después de la administracién conjunta con

dexametasona, los niveles de sulfoxido de albendazol se incrementan en un 50 %.1

1.3.3.2. Metabolismo

El albendazol se metaboliza rapidamente en el higado y posiblemente también en el
intestino a sulféxido de albendazol, que tiene una potente actividad antihelmintica.
Se forman tanto los enantiémeros (+) como (-) del sulféxido de albendazol, pero en

los seres humanos el enantibmero (+) alcanza un pico mucho mas alto de



concentracién en plasma y se elimina mucho méas lentamente que la forma (-). Tiene

una vida media plasmatica altamente variable (de entre 4 y 15 horas).**

1.3.3.3. Distribucion

El sulfoxido de albendazol se distribuye ampliamente a través del organismo, su
unién a proteinas oscila entre el 60 % y 70 %. Se une en proporciones iguales a la
albimina y a la alfa glicoproteina. Este grado de union es independiente de la
concentracion. También alcanza el liquido cefalorraquideo. De la concentracion que
alcanza en la circulacion general, alrededor del 50 % atraviesa la barrera

hematoencefalica.l®

Cuando se emplea para el tratamiento de hidatidosis se distribuye incluso en los
quistes, donde alcanza una concentracién de alrededor de una quinta parte en plasma.
Esto probablemente explica porqué el albendazol es mas efectivo que el mebendazol

para tratar la enfermedad del quiste hidatidico.'3

1.3.3.4. Eliminacion

El tiempo de vida media del albendazol oscila entre 8 y 12 h. La excrecion urinaria
es una via menor de eliminacion con menos del 1 % de la dosis recuperada en la orina.

La eliminacion biliar es la que predomina.®

Los metabolitos del albendazol se excretan principalmente en la orina.*°
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1.3.4. Efectos adversos

Se ha producido leucopenia en menos del 1% de los pacientes que reciben albendazol
y, rara vez, se han notificado casos de pancitopenia, agranulocitosis o

trombocitopenia.*

Debido a que el albendazol se ha asociado con aumentos leves a moderados de las
enzimas hepaticas en aproximadamente el 16 % de los pacientes que reciben el
medicamento en ensayos clinicos, y puede causar hepatotoxicidad, deben realizarse
pruebas de funcién hepética antes de cada ciclo de tratamiento con albendazol y al

menos cada 2 semanas durante el tratamiento con el farmaco.*

Ocasionalmente aparecen dolor abdominal, diarrea, nauseas, mareos y dolor de
cabeza. El efecto secundario mas comun es un aumento en la actividad de la
aminotransferasa sérica; en raras ocasiones, se puede observar ictericia o colestasis
quimica, pero las actividades enzimaticas vuelven a la normalidad una vez que se

completa la terapia.t*

1.4. Bioequivalencia

El concepto de biodisponibilidad comprende tanto la cantidad de ingrediente activo
disponible sistémicamente, como la velocidad a la cual se presenta en la circulacion
sanguinea una vez cumplida la etapa de absorcion desde la forma farmacéutica que
lo contenia.’® Se consideran medicamentos bioequivalentes a aquellos que alcanzan
la circulacion sistémica de modo similar al de referencia. De esta forma se alcanzan
las mismas concentraciones sanguineas, es decir que son igualmente biodisponibles

y en consecuencia la eficacia y seguridad son las mismas.®

Para conocer si dos medicamentos son bioequivalentes se realiza un estudio de

bioequivalencia, el cual es un ensayo clinico en sujetos de investigacion a los que se



les administra el medicamento genérico y el innovador separados por un periodo de
lavado. Durante el estudio se toman muestras seriadas de sangre para construir una
curva tiempo - concentracion plasmatica del principio activo. Si ambas curvas se
superponen existira bioequivalencia.’® Los estudios de bioequivalencia permiten

afirmar que un genérico es intercambiable con el producto innovador.!’

El concepto de bioequivalencia implica semejanza, dentro de ciertos limites
estadisticos, entre las biodisponibilidades de dos productos farmacéuticos que poseen

un mismo medicamento con la misma dosis.8

Previo a la realizacion de un estudio de bioequivalencia, es necesario desarrollar y
validar un método analitico que permita la deteccion y cuantificacion del farmaco,
por lo que se requiere conocer las propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas de

este.

1.5. Importancia del desarrollo de métodos analiticos en muestras

bioldgicas (bioanalisis).

El bioanalisis es una disciplina de la quimica analitica enfocada a la medicién
cuantitativa de agentes xenobidticos y bioticos (proteinas, macromoléculas, ADN,
farmacos de gran peso molecular o metabolitos provenientes de seres humanos,
animales y vegetales). Los métodos bioanaliticos permiten cuantificar con exactitud
y de forma fiable estos analitos.!® Los métodos analiticos son usados para la
determinacién cuantitativa de farmacos y otros metabolitos en muestras biologicas,
jugando un rol muy importante en la evaluacion e interpretacion de la
biodisponibilidad, bioequivalencia y la informacion farmacocinética. Se deben
considerar las propiedades fisicoquimicas de los analitos, asi como las caracteristicas
de la matriz bioldgica en la que estara presente. Todo esto para seleccionar un proceso

de extraccion 6ptimo.18



En la industria farmacéutica se aplica principalmente en las éareas de la
farmacocineética, toxicocinética, bioequivalencia, asi como en las investigaciones

forenses.18

El area de bioanalisis puede abarcar una gama muy amplia de ensayos que apoyan

los estudios clinicos y preclinicos.®

En el bioanalisis influyen muchos factores para el desarrollo de métodos, por ejemplo,
la composicidn de las matrices biologicas, el intervalo de concentraciones necesario
para la cuantificacion de los analitos, el nimero y las estructuras de los analitos, las
propiedades fisicoquimicas de los analitos y la estabilidad de las matrices bioldgicas
y del analito desde el momento de la toma de muestra hasta su analisis. A su vez, es

necesario considerar los requerimientos de equipo y costos.!8

1.6. Extraccion de farmacos de una matriz biologica.

El bioanalisis en la industria farmacéutica provee mediciones cuantitativas del
farmaco activo y/o sus metabolitos para propdsitos farmacocinéticos, toxicocinéticos,
de bioequivalencia y de analisis dosis-respuesta. También se aplica para farmacos de

uso ilicito, investigacion forense y test de anti-doping en deportes.®

Debido a que las matrices bioldgicas son extremadamente complejas, formadas por
muchos componentes que pueden interferir con una buena separacion y/o 6ptimas
sefiales en el espectrometro de masas, la preparacion de la muestra es un aspecto

importante para la estimacion bioanalitica.t®

Para realizar el analisis de un analito que se encuentra inmerso en una matriz
bioldgica, es necesario aplicar procedimientos para optimizar la sensibilidad y

eliminar contaminantes que pongan en riesgo el equipo de HPLC.*®



Es recomendable, antes de iniciar el proceso de extraccién, eliminar la mayor parte
de los componentes de la matriz bioldgica que puedan interferir en este. Los
principales fluidos que son utilizados para determinar un analito en el ambito
farmacocineético son la sangre, el plasma, el suero, la orina, el fluido cerebroespinal,
las heces y, en menor medida la bilis, la saliva y otros tejidos como el muscular.
Dependiendo del fluido biologico la limpieza de la muestra debe ser mas o menos

estricta.?®

La sangre es el fluido mas complejo de los antes mencionados. Consiste en un fluido
con un sistema de amortiguacion de pH, proteinas solubilizadas, grasas disueltas, una
gran variedad de sustancias enddgenas y células suspendidas como los eritrocitos,
entre otros componentes. La separacion debe realizarse con especial cuidado, ya que,
si la sangre no se trata correctamente, se puede provocar la liberacidon de sustancias
que pueden interferir fuertemente en la extraccion del analito, por ejemplo, al cambiar
las propiedades osmdticas de la muestra, puede conducir a la lisis celular de los
eritrocitos y la liberacion de iones hierro, los cuales, dependiendo de la naturaleza del
compuesto, pueden formar gquelatos con al analito, provocando una pobre extraccion

en la fase acuosa.®

El plasma es uno de los fluidos biologicos preferidos para realizar los estudios
farmacocinéticos. Se obtiene facilmente después de centrifugar la sangre con algun
anticoagulante por un determinado tiempo. Sin embargo, algunos farmacos presentan
tendencia a unirse firmemente a algunas proteinas plasmaticas como la albiminay la

alfa-glicoproteina.t®

Los estudios en orina tienen la ventaja de no ser procedimientos invasivos y

generalmente, dicho fluido se encuentra libre de proteinas o lipidos.®



1.6.1. Métodos de extraccion en muestras bioldgicas.

Los métodos de extraccion de muestras tienen distintos objetivos como la
concentracion, mejorando la cuantificacion del analito, y la separacion del analito de

interés de otros componentes de la muestra.®

A continuacion, se presentan los diferentes métodos de extraccion en muestras

bioldgicas.

1.6.1.1. Precipitacion de proteinas.

Consiste en la adicion de un agente precipitante a la matriz bioldgica y, mediante
agitacion, desnaturalizar las proteinas presentes en el plasma. Luego de realizar la
precipitacion, la muestra se centrifuga y se recupera el sobrenadante que sera la

muestra que se inyectara al sistema cromatografico.?
Existen diferentes métodos de precipitacion de proteinas:

- Precipitacion con sales: elimina el agua de la proteina hidratada dejando
regiones hidrofébicas expuestas por efecto de solvatacion.?

- Precipitacion isoeléctrica: ocurre por la disminucion de la solubilidad a causa
de la modificacion del pH, llevandolo por debajo o encima del punto
isoeléctrico de las proteinas.?

- Precipitacion con polimeros no idnicos: Esta técnica se utiliza para el
fraccionamiento de macromoléculas. Se utiliza un polisacarido (dextrano) o
polietilenglicol.??

Estos polimeros solubles actian como precipitantes reduciendo la cantidad de
agua disponible para que se disuelvan las proteinas. Este efecto es
independiente del pH y de la fuerza idnica. S6lo depende de la concentracion

del polimero y de las dimensiones de la macromolécula.??



- Precipitacion con disolventes organicos: se disminuye la solubilidad de las
proteinas a causa de que el disolvente organico presenta una constante
dieléctrica menor al agua, lo que provoca un incremento en la atraccion de
cargas opuestas y disminucion en el grado de ionizacion en los radicales de las

proteinas.?

1.6.1.2. Meétodo de extraccion liquido-liquido.

Consiste en la mezcla de dos sustancias liquidas inmiscibles que forman dos fases,
generalmente una de ellas es la fase organica y la otra es la fase acuosa (Fig. 1). La
eleccion del disolvente organico a utilizar en la extraccion dependera de la solubilidad
del analito en dicho disolvente, asi como el volumen que se debe utilizar. Se debe
tomar en cuenta que a mayor volumen de disolvente orgéanico se invertira un mayor
tiempo de evaporacion, también es importante tomar en cuenta la toxicidad de los

disolventes a utilizar.?!

é

V acuoso V organico

Aire

Figura 1. Extraccidn liquido- liquido.??

Para compuestos que se difunden poco en la fase organica, la mezcla debe ser

vigorosa y con un volumen grande de disolvente (5 a 20 veces el volumen de la
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muestra). Las fases pueden ser separadas por gravedad, centrifugacion o mediante

una membrana semipermeable.?

Este método permite la concentracion, purificacion y aislamiento del analito, sin

embargo, se pueden presentar emulsiones al realizar la agitacion vigorosa.?!

1.6.1.3. Método de Extracciéon en Fase Sélida.

Comparado con la precipitacion y la extraccion liquido-liquido, el uso de la

extraccion solido- liquido es recientemente utilizada.?

Este método consiste en el paso de la matriz bioldgica a través de una membrana con
propiedades caracteristicas que funciona de dos formas, dependiendo de la masa
molecular del analito. Uno de ellos es reteniendo el/los analitos y algunos
contaminantes o bien, que los analitos eluyan y se retengan los contaminantes de la
muestra. Las ventajas de este método son la purificacién de la muestra y la

concentracion del analito de interés.?!

El primer paso para la extraccion sélido-liquido consiste en la activacion del cartucho
que contiene la membrana. Después continta con la fase de carga, el lavado y
finalmente la elucion. En este Gltimo paso se recupera el analito de interés
concentrado.?’ En la figura 2 se muestran los pasos para realizar la técnica de

extraccion solido- liquido.
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Figura 2.Pasos para la extraccion en fase solida.>*

1.7.  Cromatografia.

La cromatografia agrupa un conjunto importante de diversos métodos que facilitan la
separacion, identificacion y determinacion de componentes estrechamente
relacionados en mezclas complejas. En todas las separaciones cromatograficas la
muestra se disuelve en una fase movil (gas, liquido o fluido supercritico) la cual se
hace pasar a través de una fase estacionaria inmiscible fija en una columna o una
superficie sélida. Las dos fases se eligen de tal forma que los componentes de la
muestra se distribuyen en grados distintos entre la fase movil y la fase estacionaria.
Aqguellos componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se

mueven con mucha lentitud con el flujo de la fase moévil.

1.7.1. Tipos de cromatografia.

Los distintos procedimientos que utilizan la cromatografia de liquidos tienden a ser

complementarios en lo que se refiere a sus campos de aplicacion. A continuacion se
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describen los distintos tipos de cromatografia de liquidos de acuerdo con los distintos

tipos de fases utilizadas para el analisis.

1.7.1.1. Cromatografia de Reparto.

* Cromatografia de fase normal: Consiste en una fase estacionaria de caracter
polar y la fase mdvil de caracter no polar. El principio de este tipo de
cromatografia es la interaccidn de un analito polar con la fase estacionaria, por
lo que el tiempo de elucion se ve afectado por el grado de polaridad del analito.
La fase estacionaria puede ser un solido adsorbente como la silice o alimina,
también puede ser un soporte al que se unen quimicamente moléculas
organicas con grupos de alta polaridad como los grupos ciano, amino, etc.?

* Cromatografia de fase reversa: Es ampliamente utilizada y consiste en una
fase estacionaria no polar, que son cadenas hidrocarbonadas o con grupos
fenilo, y una fase maévil polar que utiliza como disolventes principalmente el
acetonitrilo, metanol y tetrahidrofurano con agua. La retencién est4 basada en

una atraccion entre la fase estacionaria y la region no polar del analito.?

1.7.1.2. Cromatografia de Adsorcion

La fase estacionaria es un adsorbente polar, dividido finamente. Este tipo de
cromatografia se basa en la separacion en repetidas etapas de adsorcion- desorcion,
esto debido a que el analito compite con la fase movil por los sitios sobre la superficie

del empaquetamiento y la retencion se da por el fendmeno de adsorcion.?



1.7.1.3. Cromatografia de Exclusion Molecular.

La fase estacionaria consiste en un material poroso, de tamafio de poro controlado,
cuyo principio se basa en el tamafio de la molécula ya que el tamafio de poro permite
el paso de determinados analitos. Su aplicacion principal es para determinar
estructuras terciarias y cuaternarias de proteinas y para el calculo de peso molecular

de polisacaridos.?®

1.7.1.4. Cromatografia de Intercambio Iénico.

En este tipo de cromatografia la fase estacionaria presenta en la superficie grupos
ionizados capaces de retener iones con carga contraria que se encuentren en la fase

movil. Una aplicacion de este tipo de cromatografia es la purificacion de agua.?®

1.7.1.5. Cromatografia de Bio-afinidad.

Consiste en la formacion de un enlace covalente entre un ligando con un soporte
solido de manera reversible, utilizando como principio la seleccion especifica de
moléculas como enzimas por sustratos o anticuerpos con antigenos. Esta técnica se
utiliza para la purificacion de ciertas muestras en las que se encuentra el analito de

interés en una mezcla de componentes.?®

1.7.1.6. Cromatografia de Fluidos Supercriticos (SFC).

La cromatografia de fluidos supercriticos se inventd para ampliar la capacidad de la
cromatografia de gases. Esto con la tarea de analizar compuestos mas pesados que
requerian altas temperaturas para elucion pero que no podian soportar tales
temperaturas sin descomposicion térmica, Klesper et al. emplearon presiones mas

altas para compensar el requisito de altas temperaturas. Se mantuvieron temperaturas



por encima del punto critico, posiblemente para asegurar que la presion del gas podria

incrementarse continuamente sin pasar por las condiciones bifésicas vapor-liquido.

Este esfuerzo dio origen a la cromatografia de fluidos supercriticos. La principal
diferencia entre GC y SFC es el papel que juega la fase movil, que de ser casi neutro
en GC para desempefiar un papel activo en la elucion del compuesto en SFC,
aumentando la solubilidad del analito a traves del aumento de la densidad de la fase

movil.

La CFS moderna no necesariamente emplea un fluido supercritico como fase movil.
Desarrollos tempranos en la técnica emplearon varios fluidos diferentes en su estado
supercritico (con presion y temperatura por encima de los valores criticos), es decir,
los fluorocarbonos, amoniaco o dioxido de carbono. Entre todos los fluidos posibles,

el dioxido de carbono es el mas utilizado, por varias razones:

a) Los valores criticos de presion y temperatura son moderados (7,3 MPa y 31
°C)

b) Tiene caracteristicas interesantes para la salud y la seguridad, siendo no
inflamable, no corrosivo y con toxicidad limitada;

c) Es barato ya que se obtiene como subproducto de muchas industrias; se puede
reciclar cuando se utilizan grandes cantidades

d) Es miscible con la mayoria de los disolventes organicos, lo que permite una
amplia posibilidad de optimizar las separaciones cromatograficas y disolver

una amplia gama de analitos.

1.7.1.7. Cromatografia de Reparto Centrifugo.

La cromatografia de reparto centrifugo (CRC) pertenece a los métodos basados en
cromatografia de contra-corriente (CCC). La separacion se basa en el

comportamiento de particion de los componentes de la muestra entre dos liquidos



inmiscibles. Asi como en UHPLC, la fase retenida en la columna se denomina fase
estacionaria, la otra recibe el nombre de fase mdvil. En la CCC existen dos
mecanismos de equilibrio para las dos fases inmiscibles. Ambas dependen de las
caracteristicas del campo de fuerza centrifuga el cual permite la retencion de la fase
estacionaria dentro de la columna. Los dispositivos que equilibran las fases de
acuerdo al denominado modo hidrodindmico, emplean una fuerza centrifuga la cual

varia en intensidad y direccion.

1.7.1.8. Cromatografia Liquida Micelar

La Cromatografia Liquida Micelar (MLC, micellar liquid chromatography) es una
variante de la cromatografia de liquidos en fase reversa. Emplea como fase movil
disoluciones de un tensoactivo en concentracion suficientemente elevada como para
formar micelas. La mayoria de los procedimientos de MLC propuestos hacen uso del
tensoactivo anionico dodecilsulfato de sodio (SDS). Los analisis cromatogréaficos en

MLC se llevan a cabo por lo general utilizando columnas C18 o C8.

Cuando se emplea un tensoactivo en una fase mavil y se afiade progresivamente hasta
alcanzar una cierta concentracion denominada concentracién micelar critica (CMC),
las moléculas de tensoactivo se agregan espontaneamente para formar estructuras
globulares (micelas) en las que la parte hidrofobica de dichas moléculas se dirige

hacia el interior, dejando la parte polar expuesta hacia la disolucion.

La adicion de tensoactivo a la fase movil también da lugar a cambios significativos
en la columna (fase estacionaria). Cuando se hace circular una fase movil micelar, la
fase estacionaria comienza a absorber monomeros de tensoactivo hasta alcanzar la
saturacion, permaneciendo una pequefia cantidad de monomeros libres en

coexistencia con las micelas. La fase estacionaria modificada afecta la distribucion



de los solutos aumentando su retencion, modificando notablemente los equilibrios de

transferencia de los solutos entre ambas fases.

1.8. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC).

La cromatografia de liquidos es la técnica analitica de separacion mas ampliamente
utilizada, esto debido a su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones
cuantitativas exactas, su idoneidad para automatizarla, su capacidad para separar
especies no volatiles o termolabiles, pero, sobre todo, a su amplia aplicabilidad a

sustancias que son importantes en la industria.?

Su principal ventaja es la de poder detectar compuestos en concentraciones muy
bajas, del orden de ng/mL, ademas de que la técnica permite separar las muestras
luego de determinar las condiciones méas adecuadas en las que el compuesto de interés

se encuentre aislado de las impurezas.?®

La técnica de HPLC tiene aplicaciones importantes en el area farmacéutica,
bioquimica, clinica, forense, alimentaria, industria quimica y ambiental, en la
identificacion de farmacos, estudios de disolucion para la cuantificacion, en el
biomonitoreo de sustancias toxicas, determinacion de sustancias de abuso en sangre,
analisis enzimatico en muestras de plasma, analisis de composicion de alimentos,

entre otras.?®

La resolucién de la cromatografia de liquidos mejora al disminuir el tamafio de
particula de la fase estacionaria. En la cromatografia de liquidos, un aumento
correspondiente en la rapidez de equilibrio del soluto entre fases se induce reduciendo
las dimensiones de las particulas de la fase estacionaria, lo cual reduce la distancia a
la que el soluto puede difundirse en ambas fases. Sin embargo, el precio de utilizar
particulas muy finas es la resistencia al flujo. Por tanto, es necesario emplear alta

presion para forzar el paso del liquido a través de la columna.®® Con este principio es



que se mejord la técnica de cromatografia de liquidos clasica, creando asi la
Cromatografia de Liquidos de Alta Presion (HPLC) y la Cromatografia de Liquidos
de Ultra Alta Presién (UHPLC).

1.8.1. Equipo HPLC

Con el objetivo de alcanzar flujos razonables con rellenos de particula de entre 3y
10um, se requieren presiones de bombeo de varios cientos de atmosferas. Debido a
estas elevadas presiones, el equipo necesario para la cromatografia de liquidos de alta
resolucion tiende a ser mas complejo y caro que otros tipos de cromatografia. En la
figura 4 se muestra un esquema de los componentes fundamentales de un

cromatografo de liquidos.?! %
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1.8.1.1. Fase mdvil y sistemas para el tratamiento del disolvente.

La cromatografia de adsorcion sobre silice pura es un ejemplo de cromatografia de
fase normal, que se caracteriza por usar una fase estacionaria polar y un eluyente

menos polar. Un disolvente mas polar tiene fuerza eluyente mayor.*

En la cromatografia de fase reversa, que es la mas utilizada, se caracteriza por tener
la fase movil més polar que la fase estacionaria. Un disolvente menos polar tiene

mayor fuerza eluyente.°
Existen diferentes tipos de elucion:*

e Elucion isocratica: se lleva a cabo con un Unico disolvente (0 mezcla de
disolventes de composicion fija).

e Elucién en gradiente: Si un disolvente no permite una elucion
suficientemente rapida de todos los componentes se puede utilizar una elucion
con gradiente. En este caso se van afiadiendo cantidades crecientes del
disolvente B al disolvente A, produciendo asi un gradiente continuo.

En una separacidn de fase reversa, la fuerza eluyente disminuye a medida que

el disolvente se hace mas polar.

En HPLC se necesitan disolventes muy puros y caros, de calidad HPLC, para evitar
que se degraden por impurezas las columnas y para minimizar el ruido de fondo de
las sefiales del detector debido a las impurezas. Se coloca un filtro en la salida del

deposito del disolvente, para impedir el paso de particulas micrométricas.*°

Los recipientes de vidrio a menudo estan equipados con un sistema para eliminar los
gases disueltos y el polvo de los liquidos. Los gases disueltos ocasionan flujos
inestables y ensanchamiento de bandas; ademas, las burbujas y el polvo interfieren

con el funcionamiento de los detectores.?®



Cuando se trabaja con elucion en gradiente en separaciones de fase reversa, después
de cada andlisis se debe pasar por la columna un volumen de disolvente igual a 10-
20 volumenes de columna vacia, para acondicionar la fase estacionaria con el
disolvente antes del siguiente analisis. El reequilibrio puede durar tanto como una

separacion.°

1.8.1.2. Sistemas de bombeo.

El sistema de suministro de solvente comprende la bomba, las valvulas de retencion,
los controladores de flujo, los amortiguadores de pulso y los transductores de presion,
que deben mantenerse para garantizar tasas de flujo reproducibles. La bomba debe
ser facil de mantener. Debe ser resistente a la corrosion de los eluyentes empleados y
ser capaz de suministrar los caudales requeridos con un volumen de retencion minimo
para cambios rapidos de solvente. La entrega de la fase movil debe estar libre de

pulsos para garantizar un ruido de linea de base minimo de la bomba.!

Entre los requisitos para las bombas en cromatografia de liquidos estd 1) la
generacion de presiones de hasta 6000 psi (Ib/in?) o 414 bares y de hasta 1000 bares
en UHPLC, 2) salida libre de pulsos, 3) tasas de flujo de 0.1 a 10 mL/min, 4)
reproducibilidad del flujo de 0.5% relativo o mejor y 5) componentes resistentes a la

corrosion a causa de la diversidad de disolventes.?

1.8.1.3. Sistemas de inyeccion de la muestra

El medio que mas se usa para la introduccion de las muestras en la cromatografia de
liquidos se basa en los rizos de muestreo. Con frecuencia, estos dispositivos forman
parte del equipo cromatografico y hay rizos intercambiables que permiten la eleccién
de tamanos de muestra desde 1 hasta 100 uL. o mas con volumen medidos de manera

precisa y exacta.?®



1.8.1.4. Horno para la columna.

En algunos sistemas, la columna se coloca en un horno cuya temperatura puede
regularse a valores entre 25 y 100°C. Al aumentar la temperatura de la columna
disminuye la viscosidad del disolvente, de modo que se requiere menos presion para
obtener un gasto dado. El aumento en la temperatura también reduce el tiempo de

retencion de los analitos.?®

1.8.1.5. Precolumnas.

Funcionan para aumentar la vida de la columna analitica. Eliminan no sélo la materia
en suspension, sino también los componentes de la muestra que se unen de manera
irreversible a la fase estacionaria. La composicién del relleno de la precolumna
deberia ser semejante al de la columna analitica, pero el tamafio de particula es mayor

para minimizar la caida de presion.?

1.8.1.6. Columnas para cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Las columnas representan a la fase estacionaria. Su soporte mas comdn son particulas
microporosas esféricas de silice muy pura. Son permeables al disolvente y tienen un
area superficial de varios centenares de metros cuadrados por gramo. La silice, por lo
normal, se disuelve en agua a pH superior a 8, por lo que no puede utilizarse por
encima de ese pH. Algunas calidades de silice son estables hasta pH 9 6 10. Para
analizar por cromatografia compuestos basicos a pH entre 8 y 12, se pueden usar
soportes poliméricos, como el poliestireno. La fase estacionaria estd unida

covalentemente al polimero.*



La superficie de la silice tiene hasta 8 pmol/m?de grupos silanol (SI-OH). Todos los
grupos silanol estan practicamente protonados si el pH es ~2-3. Se disocian formando

Si-O" en un amplio intervalo de pH por encima de 3.%

La silice pura se puede utilizar como fase estacionaria en cromatografia de adsorcion.
Mas concretamente, en la cromatografia de reparto liquido-liquido, que se lleva a

cabo con fase estacionaria enlazada covalentemente a la silice.3°

La mayoria de los empaquetamientos para cromatografia de fase enlazada se preparan
por medio de una reaccion de un organoclorosilano con los grupos -OH formados en
las particulas de silice mediante la hidrolisis de acido clorhidrico diluido caliente. El
producto es un organosiloxano. La reaccion para un sitio SiOH en la superficie de la

particula se puede escribir como:?®

/CH3 CH;
—Si—OH + CI—Si—R —— —Si—O0—=Si—R
CH; CH,

Figura 4.Reaccidn de silice para formacion de enlazamiento.?

Donde R puede ser una cadena recta de octilo o un grupo octadecilo.?

Otros grupos funcionales organicos que se han unido a superficies de silice incluyen
aminas alifaticas, éteres y nitrilos, asi como hidrocarburos arométicos. Por lo tanto,
estan disponibles muchas polaridades diferentes para la fase estacionaria enlazada.®
Las columnas para HPLC se construyen de ordinario con tubo de acero inoxidable de
didmetro interno uniforme. Algunas ocasiones las columnas para HPLC se fabrican
con tubos de vidrio de paredes resistentes. La mayoria de las columnas para

cromatografia de liquidos miden de 5 a 25 cm de largo. El didmetro interior es a



menudo de 3 a 5 mm; los tamafios de las particulas de los rellenos mas comunes son
3 0 5um. Las mas utilizadas son las que miden 10 a 15 cm de longitud y 4.6mm de

diametro interior y estan rellenas con particulas de 5 pum.*

1.8.1.7. Detectores.

El detector ideal para HPLC deberia poseer las siguientes caracteristicas: Sensibilidad
adecuada, buena estabilidad y reproducibilidad, respuesta lineal para los solutos,
tiempo de respuesta corto independiente de la tasa de flujo, alta confiabilidad y
manejo sencillo, respuesta semejante para todos los solutos, o, por el contrario, una
respuesta selectiva y altamente predecible, no debe destruir la muestra y debe ser
compatible con el flujo de liquidos. Por desgracia no hay un detector que retna todas

estas caracteristicas.?®

Existen varios tipos de sensores como el de fluorescencia, el detector UV-visible,
detector de conductividad, el detector PDA, detector de indice de refraccion,
espectrometria de masas y detectores electroquimicos. La sefial tomada desde el
sensor se puede registrar como pico, y los datos respectivos pueden ser almacenados

en la aplicacion.®

1.9. Espectrometria de masas (EM).

La espectrometria de masas es una técnica cualitativa y cuantitativa de identificacion
que se basa en el célculo de la masa con relacion a la carga del analito. Puede
emplearse para definir la masa molecular y la composicion de un analito, incluyendo
su elucidacién estructural. Los elementos principales de un espectrometro de masas

son:32



i Fuente de ionizacién e interfaces.
ii. Analizadores de masas.

ii. Detector.

1.9.1. lonizacion / Origen de ionizacion e interfaces.

La cromatografia liquida divide la mezcla de diferentes componentes que estan
presentes en forma liquida, por lo general contiene metanol, acetonitrilo y agua. La
mezcla liquida se mueve en la fuente de iones del espectrometro de masas que
permanece bajo alto vacio. Debido a las variaciones de presion, es dificil evaporar los
globulos del liquido sin pérdida de los diferentes componentes de la mezcla. Por lo

tanto, se utilizan diferentes interfaces para solucionar esta dificultad.%?

1.9.1.1. Introduccion directa del liquido (DLI)

La ionizacién en directo es generalmente llevada a cabo por evaporacion del
disolvente como ionizacion quimica y gas reactivo. Se han empleado dos sistemas
de disolventes de fase normal y reversa. Los disolventes de fase reversa utilizados
son el agua, mezcla de acetonitrilo: metanol: agua (con hasta un 60% de agua). La
técnica se basa en controlar la energia térmica y la relacion del flujo del liquido. El
liquido ingresa a la interfaz para reducir solo la velocidad de flujo. Los iones del
analito formados con la ayuda de la energia térmica se transfieren a continuacion a la

fuente de iones a través de la entrada capilar.®?

1.9.1.2. lonizacién a Presion Atmosférica (API)

La ionizacion a presion atmosférica consta de tres pasos significativos: ionizacion,

evaporacion y nebulizacion. Los dos modos principales de API son la lonizacién



Quimica a Presion Atmosférica (APCI) y la lonizacién por Electrospray (ESI). En la
técnica API, cuando un disolvente que contiene una muestra se mueve a traves de un
tubo capilar confinado y nebulizado en la cdmara, se forma un velo de pequefias gotas.
Se da el proceso de ionizacion, y la proporcion de gotas que llevan una carga de
conducta eléctrica positiva 0 negativa se vuelve excesiva. En la larga camara de
calentamiento, la desecacion del disolvente es necesaria para tener éxito. El agua se

seca de las gotas para hacerlas alin mas diminutas.*?

1.9.1.3. lonizacion por Electrospray (ESI).

La ionizacidn por electrospray es la técnica mas utilizada. En esta, la muestra liquida
se introduce a través de un capilar al que se aplica un voltaje elevado (generalmente,
2-5 kV). Bajo la influencia del campo eléctrico generado, los iones de la misma
polaridad migran hacia el extremo del capilar donde el liquido empieza a formar un
cono (cono de Taylor) a partir del cual se generan pequefias gotas altamente cargadas.
Para permitir la formacion de un espray estable a flujos de 50-200 pl/min, este
proceso es asistido con un flujo coaxial de nitrogeno (gas de nebulizacion). A medida
que avanzan a lo largo de la fuente de ionizacion, las gotas se van haciendo cada vez
mas pequefias debido a la evaporacion del disolvente, aumentando el nimero de
cargas por unidad de superficie. Cuando las fuerzas de repulsion debidas al exceso de
cargas superan las fuerzas de cohesion debido a la tension superficial (limite de
Rayleigh), se produce la fision de las gotas. Este proceso de inestabilidad se repite
sucesivamente, llevando a la formacion de gotas mucho mas pequefias (3-10 nm)
altamente cargadas. Posteriormente, tiene lugar el proceso de ionizacion de los
componentes de la muestra en fase gaseosa, mediante la desorcion de los

componentes cargados desde la superficie de la gota.
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Figura 5.lonizacion por electrospray.®

1.9.1.4. lonizacién Quimica a presion atmosférica (APCI).

Consiste en dos pasos fundamentales: desolvatacion / evaporacion de analitos y
expulsién cargada en forma de vapor para la creacion de iones. En esta ionizacion el
disolvente de la muestra es nebulizado por el tubo capilar y en la camara de
calentamiento. En la cAmara de calentamiento se da la dispersion de la solucion a
presion atmosférica, produciéndose pequefias gotas. La ionizacion ocurre
generalmente a 250-400°C. Posteriormente los iones mueven la carga de las
moléculas mediante reacciones quimicas. Los iones resultantes son transferidos a una
abertura estrecha del analizador de masas. Se utiliza principalmente para analitos

menos polares y no polares que tienen masas moleculares moderadas.®?
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1.9.2. Analizadores de masas.

Una vez que los iones en fase gaseosa se han producido, necesitan ser separados de
acuerdo con sus masas. La propiedad fisica que miden los analizadores de masas es

su proporcion de masa-carga (m/z) en lugar de sélo su masa.*

Debido a que hay una gran variedad de fuentes, se han desarrollado varios tipos de
analizadores de masas, por lo tanto, la separacién de iones de acuerdo con su
proporcion de masa-carga pueden ser basados en principios diferentes. Todos los
analizadores de masas utilizan electricidad estatica o dinamica y campos magneticos
que pueden estar en combinacién. La mayor parte de las diferencias entre los diversos
tipos de analizadores de masas es la manera en que se utilizan dichos principios para

la separacion.®

Cada analizador de masas tiene sus ventajas y limitaciones. Los analizadores se

pueden dividir en dos amplias clases de muchas propiedades:*?

e Analizadores de exploracion: transmiten los iones de diferentes masas
sucesivamente a lo largo de una escala de tiempo. Son instrumentos
magnéticos, con un tubo de vuelo en el campo magnético, permitiendo que
solo pasen los iones de una relacién masa-carga descrita en un momento dado,
0 instrumentos cuadrupolo.

e Analizador magnético dispersivo, analizador de masas tiempo de vuelo o los
analizadores de masas de iones atrapados: Permiten la transmision simultanea

de todos los iones.

1.9.2.1. Analizadores de cuadrupolo.

El analizador cuadrupolo es un dispositivo que utiliza la estabilidad de las trayectorias
en campos eléctricos oscilantes para separar iones segun sus relaciones m/z. Las

trampas de iones 2D o 3D se basan en el mismo principio. Los analizadores



cuadrupolo estan formados por cuatro barras de seccion circular o, idealmente,
hiperbdlica. Las varillas deben estar perfectamente paralelas. El analizador de masas
es el mas atil y el mas utilizado. Se compone de dos barras planas paralelas que se

encuentran entre una fuente de iones y un detector.®

El cuadrupolo lineal consta de cuatro barras hiperbdlicas o cilindricas que se colocan
paralelas en una matriz radial. Las barras opuestas se cargan positiva 0 negativamente
mediante un potencial de corriente continua (CC) en el que se superpone un voltaje
de corriente alterna de radio frecuencia (RF) oscilante. La combinacion de radio
frecuencia y corriente continua aplicada a las barras, forma trayectorias de los iones
de una m/z particular estables, estos iones se transmiten hacia el detector. Por otro

lado, los iones de m/z inestable se retiran de las barras.3?

Los iones son introducidos al cuadrupolo por medio de un bajo potencial de
aceleracion. Los iones estan oscilando en un plano perpendicular a la longitud de la

barra a medida que pasan a través del cuadrupolo.?

Los iones que llevan la m/z correspondiente, en consecuencia, viajan hacia el detector
aplicando voltaje de CC y RF en una relacidn constante. La resolucion depende de la

velocidad de los potenciales de CC y RF.%2

En general, el cuadrupolo funciona a <4000 m/z y la velocidad de exploracion es de

hasta 1000 m/z por paso.*2
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1.9.2.2. Analizador de tiempo de vuelo.

En un espectrémetro de masas de tiempo de vuelo (TOF, por sus siglas en inglés), los
iones generados en la fuente son acelerados mediante un potencial y viajan a través
de un tubo de vuelo para alcanzar el detector de iones. Se mide el tiempo de llegada
de iones en el detector, y se relaciona proporcionalmente con los valores m/z. Los
iones pesados tardan mas en llegar al detector, mientras que los iones ligeros llegan
al detector antes. En esta técnica, mas iones energéticos penetran méas profundamente
en el campo de reflexion para que estos iones tengan una trayectoria de vuelo méas
grande y tengan lugar en el detector al mismo tiempo que los iones con energia

cinética mas pequeiia. %
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1.9.2.3. Analizador de trampa de iones.

La trampa de iones es un analogo tridimensional del cuadrupolo lineal. Se compone
de dos electrodos de extremo con secciones transversales hiperbdlicas y un electrodo
de anillo ubicado entre los extremos. El voltaje de Radio Frecuencia (RF) se aplica
para el electrodo de anillo, y el potencial de tierra generalmente se opera en las tapas
de los extremos. Se produce en el cuadrupolo un campo eléctrico de rotacion

simétrico para atrapar iones con movimientos estables.*
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1.9.2.4. Espectrometria de masas en tandem

En un espectrébmetro de masas convencional, la separacion de los iones se realiza
empleando un solo analizador de masas. Una alternativa a estos tipos de
espectrometros, que permite una mejora sustancial de la especificidad o selectividad
de estos y una mayor informacién estructural de los componentes de una muestra,
consiste en la combinacion de dos analizadores de masas en un mismo espectrémetro.

Esta combinacion recibe el nombre de espectrometria de masas en tandem.33

La combinacidon de analizadores de masas mas ampliamente utilizada en las ciencias
de laboratorio clinico es la llamada espectrometria de masas en tandem de triple
cuadrupolo o QQQ. En ella, se utilizan dos analizadores de masas de cuadrupolo
separados entre si por una celda de colision en la que se induce la disociacion de los
iones que llegan del primer cuadrupolo. Es la llamada disociacion inducida por
colision o CID (acronimo del inglés collision induced dissociation). Esta
combinacion de analizadores de tipo cuadrupolo se traduce en una disminucion del
ruido de fondo respecto a lo que se produce en un espectrometro de masas

convencional y, por tanto, en un aumento de la sensibilidad metrologica, de la



capacidad de deteccion y de la selectividad o especificidad. En funcién de como
operen y se combinen los dos cuadrupolos (modalidad de monitorizacion selectiva de
iones, SIM, modalidad de escaneo o Scan) nos permite trabajar de diferentes

maneras.3?

El modo de exploracion mas importante en la espectrometria de masas en tandem es
la exploracion de iones del producto. Los iones de una masa dada se seleccionan con
un primer espectrometro de masas, pasan a través de una celda de colision donde se
fragmentan por colisiones con un gas inerte, y los iones del producto se analizan en
el segundo espectrometro de masas. Alternativamente, puede usarse un instrumento
que pueda atrapar iones, principalmente trampas de iones. Los iones se expulsan de
la trampa, excepto los que tienen una masa elegida. Estos fragmentos durante un corto
tiempo (algunos milisegundos) dentro del espectrometro, y luego los fragmentos son

analizados por el mismo instrumento.3*

1.9.3. Detectores para Espectrometria de Masas.

Un detector es una herramienta esencial del espectrometro de masas que produce la
corriente que es proporcional al nimero de iones que lo golpean. Una vez que los
iones son formados, pasan a través del analizador de masas y luego son detectados y
transformados en una sefial utilizable por un detector. Los detectores pueden generar,
a partir de los iones incidentes, una corriente eléctrica que es proporcional a su

abundancia.®®

Actualmente existen varios tipos de detectores. La eleccion del detector depende del
disefio del instrumento y de las aplicaciones analiticas que se realizaran. Se utilizan
una variedad de enfoques para las detecciones. Sin embargo, la deteccion de iones

siempre se basa en su carga, su masa o su velocidad. Algunos detectores (copa
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Faraday) se basan en la medicion de la corriente de carga directa que se produce

cuando un ion golpea una superficie y se neutraliza.*

Los tipos mas comunes de detectores de iones se describen a continuacion. También

se discuten sus especificaciones y sus caracteristicas.°

1.9.3.1. Multiplicador de electrones secundario

El multiplicador de electrones secundarios es uno de los detectores que mas se
utilizan en la espectrometria de masas. Estd formado por un catodo y sucesivos
dinodos que presentan una superficie de cobre y berilio de las que se emiten rafagas
de electrones al ser alcanzadas por iones o electrones de elevada energia. El ion
detectado choca con el primer dinodo, provocando la emision de un elevado nimero
de electrones, que incidiran sobre el segundo dinodo. El proceso de multiplicacion se
repite sucesivamente en los deméas dinodos (figura 9). Es un detector mucho mas

sensible que el de copa de Faraday.*

Alto vpltaje (+)

Trayectoria de
2 electrones
P /‘\\QQ\\
7

ALY

lones negativos

lones positivo

Multiplicacion

Salida de senfal

Figura 9. Trayectoria de electrones en un multiplicador de electrones secundario.®



1.10. Cromatografia Liquida de Ultra Alta Resolucion (UHPLC).

En la dltima década, UHPLC se ha establecido como una herramienta ideal de
separacion rapida para el andlisis de mezclas complejas en los modos isocratico y de
gradiente. De hecho, se ha demostrado que esta tecnologia es capaz de lograr una
mayor resolucion del pico, mayor velocidad y mayor sensibilidad que la HPLC
convencional, mediante el uso de particulas de menos de 2 um y presiones por encima
de 400 bar, por lo que el sistema cromatografico UHPLC esta disefiado para soportar
altas presiones, permitiendo acortar el tiempo de analisis hasta nueve veces
(dependiente de las condiciones de cada metodologia), en comparacién con el sistema
convencional que utiliza columnas analiticas empaquetadas de particulas de 5 pm
contra las columnas analiticas empaquetadas con particulas de 2 um empleadas en

UHPLC, con las cuales el andlisis se acorta unas tres veces.3¢

Por lo tanto, UHPLC logra analizar una mayor cantidad de muestras en un menor

tiempo y empleando menor cantidad de muestra.*

1.11. Métodos analiticos para la cuantificacion

En el cuadro 3 se presentan diferentes métodos para la cuantificacion de albendazol
y/o sulfoxido de albendazol encontrados en distintas referencias para la propuesta del

método analitico a utilizar durante la fase del desarrollo.



Cuadro 3. Métodos para la cuantificacion de albendazol (ALB) y sulfoxido de albendazol (ALBSO) en plasma.

Condiciones

Velocidad de
flujo

lonizacion

Detector

Voltaje MS

E.l.

Presion del

nebulizador

Flujo de gas

Temperatura
ms

Transicion

Energia de

colision

Disolvente
para

soluciones

Avrticulo 1
(X. Chen)*

0.5mL/min

ESI

Espectrometria de
masas

45KV

Estazolam
(5000ng/mL)

80 psi

3 L/min

280 °C

ALB: 266-
234
ALBSO: 282-
240
El: 295- 267

ALB: 20 eV
ALBSO:
25eV
El: 30 eV

Metanol (400
uag/mL para
cada analito)

Articulo 2 (N.
Saraner)® *

0.7mL/min

ESI

Espectrometria de

masas

45KV

Sulféxido de
albendazol-d3
(0.5pg/mL)

2.5 L/min

ALB-SO: 281.7-159
El: 284.7- 159

-40V

Metanol (500 pg/mL)

. Articulo 4
Articulo 3 (A.
- (Lanchote)*
Wojnicz)*® -
1mL/min 1.2 mL/min
=S [ e ———
Fluorescencia
Aexc=280
Espectrometria
nm,
de masas
Aem=320
nm
K] Y/ e —
Fenacetina(1mg/
mL) (trabajo: ~ --m-m-m-m-
10pg/mL)
40psi | -
9.2 L/min = -
250°C | eeememeee-
ALB: 266-234
ALBSO: 282-
240
El: 180-110
ALB: 20eV
ALBSO: 5eV | = ----meee-
El: 15eV
Metanol
Metanol
(Img/mL)

Articulo 5
(Chhonkaer,
Y.S.)41

0.2 mL/min

ESI

Espectrometria de

masas

Oxibendazol

2.0 L/min

375°C

ALB= 266.10>
234.4

ALBS0=282.1>24

0.35

ALB=-20
ALBSO=-14

Metanol

Tesis 1 (S.
Samano)*?

P

0.8mL/min

UV-Vis

Mebendaz

ol

DMSO,

metanol



. ) ) Articulo 4 Articulo 5 Tesis 1 (S.
o Articulo 1 Articulo 2 (N. Articulo 3 (A.
Condiciones o (Lanchote)* (Chhonkaer, Samano)*?
(X. Chen)¥ Saraner)® * Wojnicz)* . .
(0] Y.S.)41
ALB: 1000,
800, 500, 250, ALB: 5, 10,
40,15,5y2 20, 30, 50, 5-2500 ALBSO:
ng/mL 100, 500 ng/mLpara = ALBYy ALBSO2= 62.5, 125,
c ALBSO0:1000 & 3, 6,50, 250, 500, 750, ng/mL ALBSOy 0.1-200 ng/mL 250, 500,
urva
0, 1350, 1500 ng/mL ALBSO: 10, 1-500 ALBSO=0.5- 1000 1000y
8000,5000,25 20, 30, 50, ng/mL para ng/mL 2000
00, 1000, 400, 100, 500, 1000 ALBSO2 . ng/mL
150, 50, 20 y 1500 ng/mL
ng/mL
ALBSO:
ALB: 0.4-
i 0.2-20 ALBSO:
Soluciones de 200ng/mL L — il i
- m m mL | e m
trabajo ALBSO: 4- e . = =
ALBSO2: L
2000ng/mL
0.2-2 pg/mL
Estabilidad
. -s0cca3
soluciones de 4°C (-70°Cc) | | e T e
. meses)
trabajo
Ciclos de
congelacion-
y 3 3 2 e 3 e
descongelacio
n
. Muestra :0.5
Estabilidad a h
temperatura L Muestra:6h | ceeeeem - 8h |
. Reconstituida
ambiente
2 24h
Estabilidad
de solucién 20 diasa4 °C -20°C -80°C | - | eem [ e
madre
Estabilidad
automuestrea | ---------- 23h (10 °C) 12h (10°C) = ----mmmm- 36h (4°C) | -
dor
Estabilidad

164 dias (-70 °C)

de la muestra

a largo plazo



Condiciones

Columna

Temperatura

columna

Fase movil

Tiempo de
retencion

(min)

Muestra

Aditivos

Avrticulo 1
(X. Chen)¥

C18
PHENOMEN
EX (4mm x

3mm)

20°C

Metanol-
agua-écido
férmico
(80:20:1)

ALB: 3.6 min
ALBSO: 3.3
El: 4.6

500 pL

Buffer de
fosfatos
10mM pH 7.0

Articulo 2 (N.

Saraner)® *

C18 Waters

Xbridge(100x4.6mmx3.

5um)

30°C

Metanol- agua-
hidroxido amonio (25%)
(800:200:0.1)

200 pL

Hidréxido de amonio
(25 %)

Articulo 3 (A.
Wojnicz)*

ZORBAX
XDB-CN n
(4.6 mm x 150
mm longer and
5 pum particle

size)

22°C

1% &cido
acético:
Metanol
(40:60)

ALB: 2.9
ALBSO: 2.1
Fenacetina: 2.3

200 pL

Precolumna
Zorbax CN.
Cartuchos
Bond Elut C-
18 50 mg, 3-5

mmHg

Avrticulo 4

(Lanchote)*
o

Chiralpak
AD column,
250 mm34.6
mm, Chiral
Technologie

s Inc.,
Exton,
USA.
Usando

precolumn

Hexano—
isopropanol
—etanol
(81:14.25:4.
75, viviv)

ALB: 8.5
ALBSO(+):
13.7
ALBSO(-):
21.6
ALBSO2:
25.7

500 pL

Precolumna
a4 mm 34
mm CN.
200 pul de
una solucién
de
metabisulfit
o0 de sodio
de 4 pg/mL
+3mL
acetato de

etilo

Articulo 5 Tesis 1 (S.
(Chhonkaer, Samano)*?
Y.S.)41 *x
Acquity Spherisorb
UPLC®BEH C18 C18
column (100x 2.1 | (250x4.6m
mm, 1.7 pm) m, 5um)
---------- 22°C
L . Metanol:
Acido férmico en
o Buffer de
metanol 5%: Acido
. fosfatos
férmico 5%
) pH=5.7
(gradiente)
(63:37)

ALB=6.6
ALBSO=3.8
OXZ=4.6

100 pL

Cartuchos SPE
Agilent bond Elute
C18



Condiciones

Preparacion

de muestra

Método de

separacion

Temperatura
de

evaporacion

Volumen de

reconstitucion

Volumen de

inyeccion

Avrticulo 1
(X. Chen)¥

0.5mL
plasma+ 100
uL fase
mévil+ 100
puL El+ 0.5
mL buffer de

fosfatos

Extraccion L-L:

n-hexano-

diclorometano-

isopropanol
(100: 50: 5)

40°C

100 pL

20 pL

Articulo 2 (N.

Saraner)® *

200 pL plasma+50 pL
El

Precipitacion proteinas

(metanol 1 mL)

5puL

Articulo 3 (A.
Wojnicz)*

1mL MeOH,
200 pL
plasma, 10 pL
El, 790 pL
acido
ortofosférico
(1 %)

Ext. S-L

5puL

Avrticulo 4

(Lanchote)*
o

200 pL
metabisulfit

o0 de sodio

Extraccion
L-L (3mL
acetato de

etilo)

Articulo 5
(Chhonkaer,
Y.S.)“

100 pL plamas+ 10
L EI + 800 uL

agua.

Extraccion S-L

Al vacio, a
temperatura

ambiente

100 pL

10 pL

Tesis 1 (S.
Samano)*?

wox

Extraccion
S-L

40°C

100 pL

25 pL

* Método que solo cuantifica el metabolito ALBSO, ** método que cuantifica metabolitos ALBSO y ALBSO2.

1.12. Validacion de métodos analiticos en muestras bioldgicas.

La validacion analitica se puede definir como la recopilacion y evaluacion de datos
generados a partir del proceso / método utilizado para hacer un producto, ya sea
comercial, experimental o un estudio cientifico. La validacion analitica establece
pruebas experimentales de que un proceso / método / estudio entrega de manera

consistente resultados reproducibles, precisos y exactos utilizando una metodologia

establecida y aceptada.*?
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Los métodos analiticos que se utilizan para la determinacion cuantitativa de farmacos
y sus metabolitos en muestras biologicas desempefian un papel importante en la
evaluacién e interpretacion de la biodisponibilidad, la bioequivalencia y los datos
farmacocineticos. Es esencial utilizar métodos analiticos bien caracterizados y
validados para obtener resultados confiables que puedan ser interpretados

satisfactoriamente. 4243

La validacion del método incluye todos los procedimientos necesarios para demostrar
que un método particular para la determinacién cuantitativa de la concentracion de
un analito (o analitos) en una matriz biolégica particular es confiable para la
aplicacion prevista. Algunas de las técnicas bioanaliticas mas utilizadas incluyen
métodos quimicos (cromatografia GC y HPLC) y diversos procedimientos con MS
(MS directa, MSMS y técnicas de combinacion como GC-MS y LC-MS) y métodos
bioldgicos (los basados en procedimientos de inmunoensayo y métodos
microbioldgicos). Muchos de los principios, procedimientos y requisitos son
comunes a todos los tipos de métodos analiticos. Los parametros esenciales para
garantizar la aceptabilidad del rendimiento de un método analitico son la estabilidad
del farmaco en la matriz bajo las condiciones de almacenamiento del estudio,
precision, exactitud, sensibilidad, selectividad, recobro y reproducibilidad. Aunque
hay varias etapas en el desarrollo y la validacion de un procedimiento analitico, la
validacion del método analitico puede considerarse que consista en dos fases
distintas: la fase de desarrollo, en la que se define el ensayo, y la fase de aplicacion,
en la que el método se aplica al analisis real de muestras de estudios de

farmacocinética, biodisponibilidad y bioequivalencia.®

Los métodos analiticos deben validarse para cumplir con los requisitos que establece
la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) en la
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 las pruebas de biocomparabilidad y en el
“Acuerdo que determina el tipo de prueba para demostrar intercambiabilidad de
medicamentos genéricos, en donde se especifica que el albendazol, tanto en
suspension oral como en tableta, requiere de una prueba de intercambiabilidad tipo

“C” (Prueba de bioequivalencia)”.**

1.12.1.Principios para validar un método

Se debe escribir una descripcion y un protocolo especificos y detallados del método.

Cada paso del método debe investigarse para determinar en qué medida las variables
ambientales, matriciales, materiales o de procedimiento, desde el momento de la
recoleccion del material hasta el momento del analisis e incluyendo el tiempo del
analisis, pueden afectar la estimacion de analito en la matriz. Puede ser necesario

considerar la variabilidad de la matriz debido a su estado fisiol6gico.8

Se debe validar un método para el uso previsto con un protocolo aceptable. Todos los
experimentos utilizados para hacer declaraciones o sacar conclusiones sobre la
validez del método deben presentarse en un informe (informe de validacion del

método).

Siempre que sea posible, debe usarse la misma matriz biolégica para fines de
validacion que la de las muestras previstas para el estudio (para los tejidos de
disponibilidad limitada, como la medula 0sea, pueden ser suficientes las matrices
fisiolégicamente apropiadas). Se debe evaluar la estabilidad del analito (farmaco y/o
metabolito) en la matriz durante el proceso de recoleccion y el periodo de
almacenamiento de la muestra, preferiblemente antes del analisis de muestra. Se
recomienda confirmar la estabilidad del analito en la matriz de los sujetos dosificados.

La precision, exactitud, reproducibilidad, recobro, la selectividad y la especificidad



del método con respecto a sustancias enddgenas, metabolitos y productos de
degradacion conocidos deben establecerse con referencia a la matriz bioldgica. Con
respecto a la especificidad, debe haber evidencia de que la sustancia que se cuantifica

es el analito deseado.!®

El intervalo de concentracion sobre el cual se determinara el analito debe definirse en
el método, sobre la base de la evaluacion de muestras estandar reales sobre el rango

(incluida su variacion estadistica). Este procedimiento define la curva estandar.'®

Es necesario utilizar un namero suficiente de estandares para definir adecuadamente
la relacion entre concentracion y respuesta. Se debe demostrar que la relacion entre
respuesta y concentracion es continua y reproducible. EI nimero de estandares que
se utilizaran serd una funcion del rango dindmico y la naturaleza de la relacion
concentracion-respuesta. En muchos casos, cinco a ocho concentraciones
(excluyendo los valores en blanco) pueden definir la curva estandar. Pueden ser
necesarias mas concentraciones estandar para las relaciones no lineales que las que

serian para las relaciones lineales.8

Se debe demostrar la exactitud y precision con que se pueden determinar las
concentraciones conocidas de analito en la matriz biologica. La precision y exactitud
dentro y entre corridas deben calcularse con procedimientos estadisticos cominmente
aceptados. La determinacion de la precision y la exactitud se puede lograr mediante
el andlisis de conjuntos replicados de muestras de analitos de concentraciones
conocidas de una matriz biolégica equivalente. Deben estudiarse al menos tres
concentraciones que representen el rango completo de la curva de calibracion: una
cerca del limite inferior de cuantificacion (LIC), una cerca del centro y una cerca del
limite superior de la curva estandar. Para que un método se considere valido, se deben
establecer criterios especificos de precision y exactitud en el rango de la curva

estandar.1®



1.12.2.Caracteristicas de desempefio de validacién de métodos bioanaliticos

A continuacidn, se presentan los parametros para realizar la validacion de un método
analitico, establecidos en la 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 las pruebas de
biocomparabilidad.

1.12.2.1. Adecuabilidad del sistema

La adecuabilidad del sistema se basa en el concepto de que el equipo, la electrénica,
las operaciones de analisis y las muestras para ser analizadas constituyen un sistema
integral que se puede evaluar y establecer. Los pardmetros serdn determinados
dependiendo del tipo de procedimiento que sea evaluado, resultando importantes en
los procedimientos cromatogréaficos si las medidas son susceptibles a variaciones en

las condiciones analiticas.*®

1.12.2.2. Curva de calibracion y linealidad.

La curva de calibracion define la relacion entre la respuesta del detector y la

concentracion de analito en la matriz de la muestra.

Para maultiples analitos, se genera una curva de calibracion de muestra para cada
analito. Para ajustar la curva estandar, se utiliza el algoritmo mas simple que describe

la relacion concentracion / respuesta.



La linealidad se define como la capacidad de un método analitico, en un intervalo de
trabajo, para obtener una respuesta proporcional a la concentracion del compuesto en
la muestra.®® Por lo tanto, el algoritmo puede ser lineal o no lineal, pero deberia

minimizar el porcentaje de error relativo.*?

En el caso de la cromatografia liquida con deteccion de espectrometria de masas en
tandem, forzar los datos a una funcion lineal puede dar lugar a grandes errores en las
mediciones de los resultados. La curva de calibracidén debe constar de cinco a ocho
puntos que cubran todo el rango de concentraciones esperadas de analito en las

muestras de prueba, es decir, del 0 al 200% del contenido tedrico.*®

1.12.2.3. Precision

Precision se define como el grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones

de una muestra homogeénea; se evallia como repetibilidad y reproducibilidad.*®

La repetibilidad es la precision bajo las mismas condiciones de operacion de un
intervalo corto de tiempo, mientras que la reproducibilidad es la precision bajo las
variaciones que comunmente pueden ocurrir dentro del laboratorio, por ejemplo,

diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipos.®

Los documentos de la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH Q2 R1) y la
Organizacion Internacional de Normalizacidn describen tres niveles de precision. El
primero es la repetibilidad, es decir, la precision del ensayo en cortos periodos de
tiempo. El segundo es la precision intermedia, que se refiere a las variaciones en los
resultados dentro de un laboratorio que ocurren en diferentes dias, con diferentes
analistas o con diferentes equipos. El tercero es la reproducibilidad y refleja las

diferencias en los resultados de anélisis entre laboratorios.*?



1.12.2.4. Exactitud

Se denomina asi a la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el

valor de referencia.*®

Para determinar la exactitud, el analisis replicado de las muestras se realiza
comparando los valores obtenidos con las muestras replicadas conocidas con el valor
verdadero, comparando los resultados del nuevo método con los obtenidos con otro
método establecido, afiadiendo el analito en diferentes matrices y haciendo uso de
adiciones estandar cuando no es posible obtener matrices sin la presencia de analito.
La FDA recomienda un minimo de tres concentraciones en el intervalo de
concentraciones esperadas y un minimo de cinco determinaciones por

concentracién.*?

1.12.2.5. Selectividad

Al evaluar un método, un criterio clave es la capacidad del método para diferenciar
el analito de otros componentes de la muestra (interferencias, componentes de la
matriz, productos de degradacién, etc.). Para determinar la selectividad, la
cuantificacion del analito en las matrices de prueba que contienen todos los
componentes potenciales se compara con la cuantificacion del analito en solucion
sola. La especificidad del ensayo determina que la sefial obtenida se debe al analito
de interés y que no hay interferencia de otros componentes de la matriz, impurezas o

productos de degradacion.*?



1.12.2.6. Efecto matriz

Los efectos de la matriz ocurren cuando las moléculas que se unen con el (los)
compuesto(s) de interés alteran la eficiencia de ionizacién de la interfaz de

electrospray.*’

Se ha demostrado que los efectos de la matriz son el resultado de la competencia entre
los componentes de la matriz no volatil y los iones del analito para acceder a la
superficie de la gota y transferirla a la fase gaseosa. Aunque no estd claro el
mecanismo exacto de la alteracion de la liberacion de analito en la fase gaseosa por
estos componentes no volatiles, se postula una probable lista de efectos relacionados
con la fuerza de atraccion que mantiene la gota unida y evita que se formen gotas mas

pequefias.*’

Dependiendo del entorno en el que tienen lugar los procesos de ionizacion vy
evaporacion de iones, esta competencia puede disminuir (cominmente conocida
como supresion de iones) o aumentar (mejora de iones) la eficiencia de formacion de
los iones analitos deseados presentes en las mismas concentraciones en la interfaz,
generando un aumento o disminucion de la respuesta. Por lo tanto, la eficiencia de
los iones de analito para formar depende mucho de la matriz que ingresa a la fuente

de iones de electrospray. Los efectos de la matriz también dependen del compuesto.*’

La importancia de los efectos de la matriz sobre la fiabilidad de HPLC-ESI-MS/MS
se ha demostrado en términos de precision y exactitud, y cuando se produce la
supresion de iones, la sensibilidad y el limite inferior de cuantificacion de un método

pueden verse afectados negativamente.*’

1.12.2.7. Estabilidad

La estabilidad es la capacidad de un farmaco, biofa&rmaco o medicamento de

permanecer dentro de las especificaciones de calidad establecidas, en el envase que



lo contiene durante su periodo de vida Util.*® Para la validacion de métodos
bioanaliticos, la estabilidad aplica al analito dentro de la matriz biologica utilizada,

las condiciones de manejo y su almacenamiento.

1.12.2.8. Efecto de acarreo

El efecto de acarreo es un tipo de contaminacion atribuido al remanente de una
muestra analizada anteriormente que contiene una mayor concentracion de analito
que la muestra siguiente a esta. Representa uno de los problemas que compromete la
exactitud y la precision de los resultados. Este tipo de contaminacion debe de ser
evaluado y eliminado durante el desarrollo del método ya que el remanente puede
absorberse en los diversos componentes del sistema cromatografico y comprometer

los resultados durante la validacion del método.*8

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE
INVESTIGACION.
A pesar de que dos medicamentos pueden tener el mismo principio activo y dosis,
existen variaciones en los parametros farmacocinéticos debido a la formulacion. Los
estudios de bioequivalencia permiten demostrar que las variaciones farmacocinéticas
entre los medicamentos a analizar (referencia y prueba) son o no significativas. Para
demostrar estas variaciones entre los medicamentos a comparar es necesario contar
con una metodologia precisa, exacta y selectiva para la cuantificacion del o los
analitos de interés, por lo que es imprescindible realizar el desarrollo de la
metodologia que permita obtener parametros analiticos confiables, que seran de
manera posterior sometidos a pruebas de desempefio durante la validacion, para
demostrar y garantizar que se ha obtenido una metodologia que arroje resultados

inequivocos en cumplimiento con la normatividad aplicable.



¢La validacion del método analitico demostrara que el método propuesto cuantificara
simultaneamente albendazol y sulféxido de albendazol de manera precisa, exacta y

selectiva en plasma?

3. HIPOTESIS.

El método desarrollado por cromatografia de liquidos de ultra alta resolucién
acoplado a espectrometria de masas, permitira cuantificar simultaneamente
albendazol y su metabolito principal (sulfoxido de albendazol) en plasma humano de
forma lineal, selectiva, precisa y exacta en cumplimiento a los criterios establecidos
en la NOM-177-SSA1-2013, permitiendo el uso del método en un estudio de

bioequivalencia.

4. OBJETIVOS.

4.1. Objetivo general

Desarrollar y validar un método analitico para la cuantificacion simultanea de
albendazol y sulfoxido de albendazol en plasma humano mediante la técnica
instrumental UHPLC-MS/MS

4.2. Objetivos particulares

e Establecer las condiciones instrumentales y cromatograficas dptimas para la

cuantificacion simultanea de albendazol y sulfoxido de albendazol.



Desarrollar y seleccionar el mejor proceso de extraccion de las muestras
contenidas en plasma.

Validar un método aplicable a un estudio de bioequivalencia.

Validar la metodologia de acuerdo con la normatividad mexicana y con apoyo

de guias internacionales.

5. MATERIAL Y METODO.

5.1. Disefo de estudio.

Longitudinal, prospectivo, analitico y experimental.

5.2. Poblacion.

Muestras de plasma con anticoagulante (heparina o citratos) cargadas con analitos.

5.3. Variables.

5.3.1.  Variables independientes

Técnica de extraccion

Tiempo de elucién

Analista

Naturaleza de fase movil
Temperatura del horno de la columna
Volumen de inyeccién

Velocidad de flujo

5.3.2.  Variables dependientes

Concentracion obtenida

Tiempo de retencion



Respuesta
Linealidad
Selectividad
Precision
Exactitud
Estabilidad

5.4. Materiales, reactivos, equipos e instrumentos.

En los siguientes cuadros se presentan los materiales, reactivos, equipos e

instrumentos a utilizar durante el trabajo experimental.

Cuadro 4. Especificaciones de equipos.

Equipo Marca Modelo
Generador de nitrégeno Peak Scientific NM32LA
Ultracongelador Thermoscientific 88300A60
Agitador vortex Genie 2 G560
Agitador multiple Heidol PH Multireax
Evaporador de nitr6geno Labconco Rapid Vap Vertex
Microcentrifuga refrigerada Hermle Z 216 MK
Refrigerador Victer S.A. de C.V. VPC 10C
Campana de extraccion Tecnolab SC-152
Bafio ultrasénico Branson M33800H
Bomba Agilent Technologies G4220A
Termostato Agilent Technologies G1330B
Automuestreador Agilent Technologies G4226A
Horno de columna Agilent Technologies G1316C
Detector de masas Agilent Technologies G6490A
Computadora Hewlett Packard HP Z400 Workstation




Cuadro 5. Especificaciones de instrumentos.

Instrumento Marca Modelo
Micropipeta 10-100 pL Brand 704774
Micropipeta 100-1000 pL Brand 704780
Micropipeta 500-5000 pL Brand 704782
Balanza analitica OHAUS Pioneer TM PA224
Micropipeta repetitiva Eppendorf Multipette M4

Cuadro 6. Especificaciones de reactivos.

Reactivos Marca
Metanol grado HPLC TECSIQUIM
Agua grado HPLC TECSIQUIM
Acetonitrilo TECSIQUIM
Acido formico MERCK
Acetato de etilo TECSIQUIM
Hidroxido de amonio MERCK
Isopropanol TECSIQUIM
Acido acético MERCK
Metil tert-butil éter MERCK
Diclorometano TECSIQUIM
Hexano TECSIQUIM
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Cuadro 7. Especificaciones de sustancias de referencia.

Sustancia Proveedor Lote
Estandar de Albendazol USP R02690
Sustancia de trabajo Sulfoxido de Albendazol PHARMAFIFLIATES PA/ALB/01702
Estandar de mebendazol USP RO96EQ
Estandar de &cido salicilico UspP KOF112
Estandar de metoclopramida USP R09580
Estandar de cafeina UsP RO4330
Estandar de paracetamol USP K2M244
Estandar de naproxeno USP R03550
Estandar de diazoxido USP HOF314
Estandar de metformina USP RO69HO
Estandar de losartan, USsP H1M331
Estandar de loratadina USP R052U0
Estandar de fentermina USsP R06050

Cuadro 8. Materiales

Matraces aforados de 5, 10, 100, 250 y 500 mL

Microtubos de 2 mL
Gradillas

Vasos de precipitados 100, 150 y 250 mL

Pipetas Pasteur
Microviales de vidrio para cromatografo
Placa cromatografica
Reservorio de vidrio de 100, 250, 500 y 1000 mL
Tubos de ensaye 13 X 100 mm
Guantes de nitrilo

Puntas para micropipeta de 10-100 pL, 10-1000 pL y 500-5000 pL
Probetas de 10, 50, 100 y 500 mL

Pureza
99.20%
98.40%
99.70%
99.80%
95%
99.80%
99.80%
99.90%
99.90%
99.70%
99.80%
99.80%
100%



5.5. Meétodo.

55.1. Desarrollo del método analitico para la cuantificacion de

albendazol y sulféxido de albendazol.

El desarrollo del método analitico mediante UHPLC-MS/MS consistio en tres fases

representadas en la figura 10.

Optimizacion
de parametros Optimizacion Seleccién del Obtencidn del
del de condiciones método de método de
espectrometro cromatograficas extraccion analisis
de masas

v v 4

Figura 10. Fases en el proceso de desarrollo de un método analitico por UHPLC-MS/MS

5.5.1.1. Soluciones preparadas durante el desarrollo del método.

Se prepararon las siguientes soluciones para las condiciones cromatograficas durante

el desarrollo del método:

» Solucidn de &cido formico 0.1 % v/v.
En un matraz aforado de 250 mL se agregaron aproximadamente 200 mL de
agua grado HPLC. Se adicionaron 0.25 mL de acido férmico con una pureza
de 98 a 100 % y se llevo a aforo. Se transfirieron a un reservorio de capacidad
adecuada.

» Solucion de &cido formico (4 % v/v).



Se transfirieron 400 L de &cido formico en 5SmL de agua y se llevo a volumen
en un matraz aforado de 10 mL. La solucion se transfirio a un reservorio de
capacidad adecuada.

Solucion de hidréxido de amonio (2 % v/v).

Se transfirieron 200 pL de hidréxido de amonio en 5mL de agua y se llevo a
volumen en un matraz de 10 mL. Se transfirid la solucion a un reservorio de
capacidad adecuada.

Solucion Metanol: Agua (80:20) v/v.

Se midieron 20 mL de agua, 80 mL de metanol y se mezclaron. Se transfirio
la solucion a un reservorio de capacidad adecuada.

Solucion madre de albendazol (1000 pg/mL).

Se pesaron con exactitud el equivalente a 5.0 mg de la sustancia de referencia
de albendazol. Se disolvieron y se llevaron a volumen en un matraz aforado
de 5 mL con metanol al 100 % grado HPLC. Se sonic0 la solucion durante 10
minutos y se almacend en congelacion.

Solucion madre de albendazol (500 pg/mL).

Se pesaron con exactitud el equivalente a 5.0 mg de la sustancia de referencia
de albendazol. Se disolvieron y se llevaron a volumen en un matraz aforado
de 10mL con metanol al 100% grado HPLC. Se sonicd la solucion durante 10
minutos y se almacend en congelacion.

Solucion madre de albendazol (200 pg/mL).

Se pesaron con exactitud el equivalente a 5.0 mg de la sustancia de referencia
de albendazol. Se disolvieron y se llevaron a volumen en un matraz aforado
de 25 mL con metanol al 100% grado HPLC. Se sonicd la solucién durante 10
minutos y se almacend en refrigeracion.

Solucion madre de sulfoxido de albendazol (1000 pg/mL).

Se peso con exactitud el equivalente a 5mg de Sulféxido de albendazol, se
disolvio y se llevo al aforo con metanol 100 % grado HPLC en un matraz de

5mL. Se almaceno en congelacion.



Fase de lavado acetonitrilo: Agua: Metanol: Isopropanol: Ac. Férmico (25: 25:
25: 25: 0.1 vIViVIVIv).

Se midieron 125 mL de agua, 125 mL de metanol, 125 mL de isopropanol,
125mL de acetonitrilo y 500 pL de acido férmico. Se mezclaron y se transfirio
la solucion a un reservorio.

Fase de lavado metanol 100 %.

Se colocaron 250 mL de metanol grado HPLC en un reservorio de capacidad
adecuada.

Fase de lavado metanol: agua (90:10 v/v).

Se midieron 450 mL de metanol y 50 mL de agua. Se mezclaron y se
transfirieron a un reservorio con la capacidad adecuada.

Fase de lavado acetonitrilo: agua (90:10 v/v).

Se midieron 450 mL de acetonitrilo y 50 mL de agua. Se mezclaron y se
transfirieron a un reservorio con la capacidad adecuada.

Fase de lavado metanol: isopropanol (50:50 v/v).

Se midieron 250 mL de metanol y 250 mL de isopropanol. Se mezclaron y se
transfirio la solucién a un reservorio de capacidad adecuada.

Fase de lavado acido acético (4%v/v).

Se diluyeron 10 mL de &cido acético glacial en 200 mL de metanol y se llevo
a volumen en un matraz aforado de 250 mL. Se transfirié la solucién a un
reservorio de capacidad adecuada.

Fase de lavado metanol: acetonitrilo: agua (60:20:20 v/v) + acido féormico 0.5
% Viv.

Se midieron 300 mL de metanol, 100 mL de acetonitrilo y 100mL de agua. La
mezcla se agitd y se adicionaron 2.5 mL de acido férmico concentrado. Se
mezclo y se transfirid la solucion a un reservorio de capacidad adecuada.
Fase movil acido férmico 0.1 %: Metanol (40:60 v/v).

Se midieron 40 mL de &cido férmico 0.1 %, 60 mL de metanol. Se mezclaron

y se transfirio la solucién a un reservorio de capacidad adecuada.



> Solucidn de extraccion metil ter-butil éter: diclorometano (60:40 v/v).
Se midieron 60 mL de MTBE, 40mL de DCM. Se mezclaron y se transfirieron
a un reservorio de capacidad adecuada.

> Solucidn de extraccion hexano: diclorometano: isopropanol (45:50:5 v/viv).
Se midieron 45 mL de hexano, 50 mL de DCM, 5 mL de isopropanol. Se
mezclaron y se transfirieron a un reservorio de capacidad adecuada.

> Solucidn de extraccion metanol: acetonitrilo (50:50 v/v).
Se midieron 50 mL de MeOH, 50 mL de ACN. Se mezclaron y se transfirieron
a un reservorio de capacidad adecuada.

> Soluciones madre para mezcla de estandar interno.
Cada una de las soluciones madre de estandar interno se prepararon a una
concentracién de 1 mg/mL, pesando de manera independiente el equivalente a
5mg de diazoxido, metformina, losartan, loratadina y fentermina, y
transfiriendo cada estandar a un matraz aforado de 5 mL. Se disolvio cada
sustancia y se llevo al aforo. Se transfirieron las soluciones a reservorios con
capacidad adecuada.

» Mezcla de estandar interno.
Se tom0 una alicuota de 5 pL de las soluciones madre de 1mg/mL previamente
preparadas de diazoxido, metformina, losartan, loratadina y fentermina. Se
llevd a volumen con la solucion de metanol: agua 80:20 v/v en un matraz de
10 mL.

» Solucion madre de mebendazol 500 pg/mL.
Se pes6 con exactitud el equivalente a 5mg del estandar Mebendazol. Se
transfirio a un matraz volumétrico de 10 mL, se disolvié y se llevo al aforo
con metanol 100 % grado HPLC. Se sonicé la solucion por 5 min. y se
almaceno en congelacion.

» Solucién madre de mebendazol 200 pg/mL.
Se peso el equivalente a 5 mg del estdndar mebendazol. Se transfirié a un

matraz volumétrico de 25 mL, se disolvio con metanol y se adicionaron 10 mL



de Acetonitrilo. Se llevé a volumen con metanol. Adicionalmente se sonico la
solucion por 5 min y se almacend en refrigeracion.

> Solucidn de trabajo de mebendazol 3 pg/mL.
Se tomo6 una alicuota de 30 pL de la soluciébn madre 500 pg/mL de
mebendazol. Se llevo al aforo en un matraz de 5mL con metanol: agua 80:20
viv.

» Solucidn de trabajo de mebendazol 2 pg/mL.
Se tomé una alicuota de 100pL de la solucion madre 200 pg/mL de
Mebendazol. Se llevo al aforo en un matraz de 10mL con metanol: agua 80:20

V/V.

5.5.1.2. Optimizacién de parametros del espectrometro de masas.

Se prepararon soluciones individuales de albendazol y sulféxido de albendazol a una
concentracion de 500 ng/mL en metanol al 100 %. Para la optimizacion de las
condiciones de fragmentacién de cada molécula se utilizé una fase movil de acido

férmico 0.1%: acetonitrilo en una proporcion 20:80.

Para la optimizacion de parametros de deteccidn la ionizacion fue positivay se evaluo
la energia de colision, el tiempo de permanencia, la energia de fragmentacién y el
voltaje de la celda de aceleracion. Para la optimizacion de los parametros de la fuente
se evalud la velocidad de flujo del gas nebulizador, la presion de nebulizacion, la

temperatura del gas y el voltaje del capilar.

55.1.3. Optimizacion de condiciones cromatograficas.

A lo largo de todo el desarrollo del método se evalué una columna cromatografica

C18 como fase estacionaria.



Para la eleccion de posible fase movil y estacionaria, se tuvieron las consideraciones
necesarias con base en las propiedades de los analitos. Como fase maovil se evaluo

acido férmico 0.1%: metanol en las proporciones siguientes:

a) 0:100v/v
b) 20: 80 v/iv
c) 30:70 viv
d) 35:65 viv
e) 40:60 viv

Se evalu6 una elucion isocratica a una velocidad de flujo de 0.3 mL/min y con

distintos gradientes. Los gradientes evaluados se muestran en los siguientes cuadros:

Cuadro 9. Gradiente de prueba 1.

. Fase Fase Velocidad de

Tiempo . flui
(min) acuosa organica ujo
(%) (%) (mL/min)
0 80 20 0.3
0.5 80 20 0.3
1.5 40 60 0.3
4.5 40 60 0.3
5 80 20 0.3
6 80 20 0.3
Cuadro 10.Gradiente de prueba 2.
. Fase Fase Velocidad de
Tiempo - .
(min) acuosa organica f|UJO.
(%) (%) (mL/min)

0.0 40 60 0.35
2.3 40 60 0.35
3.0 0 100 0.50
g15 0 100 0.50
4.3 40 60 0.35

5.3 40 60 0.35



Cuadro 11. Gradiente de prueba 3.

. Fase Fase Velocidad de
Tiempo . . fui
(min) acuosa organica ujo
(%) (%) (ml/min)
0.0 40 60 0.35
2.3 40 60 0.35
3.0 0 100 0.40
3.5 0 100 0.40
4.3 40 60 0.35
5.3 40 60 0.35

Cuadro 12.Gradiente de prueba 4.

Tiempo Fase Fase Velocidad
(min) acuosa (%) organica de qul_o

(%) (mL/min)
0.0 40 60 0.35
2.3 40 60 0.35
3.0 0 100 0.60
3.5 0 100 0.60
4.3 40 60 0.35
5.3 40 60 0.35

Se consideraron las siguientes soluciones de lavado con diferentes tiempos de

permanencia en puerto (desde 10 hasta 30 s):

a) Metanol: isopropanol (50:50 v/v).

b) Metanol 100 %.

c) Acetonitrilo: Agua: Metanol: Isopropanol: Acido Formico (25:25:25:25:0.1
vIVIVIVIV)

d) Metanol: agua (90:10 v/v).

e) Acetonitrilo: agua (90:10 v/v).

f) Acido acético (4%v/v).



g) Metanol: acetonitrilo: agua (60:20:20 v/v) + acido férmico 0.5% v/v.

Se determinaron las condiciones de almacenamiento optimas y la concentracion de la

solucion madre de albendazol.

Para la seleccion de estandar interno se prepar6é una mezcla de fentermina, losartan,
diazoxido, loratadina y metformina comparando la mejor extraccion y tiempos de
retencion similares a los de los analitos. De manera independiente se preparé una

solucion de mebendazol para evaluarlo también como estandar interno.

La seleccién del volumen de inyeccion se realiz6 de tal manera que la sefial
presentada de los analitos fuera suficiente, y a su vez evitar interferencias en la
selectividad del método debido a saturacion de la columna cromatografica. Se

propusieron los siguientes volumenes:

a) 1puL
b) 2 uL
c) 3puL
d) 5uL

55.1.4. Seleccion de la técnica de Extraccién

Para la seleccién de la técnica de extraccion se evalud la linealidad y reproducibilidad

de cada método propuesto.

Se probaron tecnicas de precipitacion de proteinas (metanol 100 %, acetonitrilo 100
% y metanol: acetonitrilo 50:50 v/v) y por extraccion liquido-liquido (con hexano:
diclorometano: isopropanol 45:50:5 v/v/v, metil ter-butil éter 100 %, metil ter-butil
éter: diclorometano 60:40 v/v, acetato de etilo 100 % y éter 100 %) en diferentes
medios (acido, basico y neutro) tomando en cuenta tanto las propiedades de los

analitos como las sustancias enddgenas de la matriz bioldgica.



5.5.2. Validacion del Método Bioanalitico.

5.5.2.1. Soluciones preparadas durante la validacion del Método.

» Solucién madre de albendazol (200 pug/mL). Solucién A.
Se pesaron 5.0 mg de la sustancia de referencia de albendazol. Se disolvieron
y se llevaron a volumen en un matraz aforado de 25 mL con metanol al 100%
grado HPLC. Se sonicd la solucion durante 10 minutos y se almacend en
refrigeracion.

» Solucién madre de sulfoxido de albendazol (1000 pg/mL). Solucion B.
Se peso el equivalente a 5.0 mg de sulfoxido de albendazol, se disolvid y se
Ilevo a aforo en un matraz aforado de 5 mL con metanol al 100% grado HPLC.
Se almaceno en congelacion.

> Solucidn de albendazol (50 pg/mL). Solucién C.
Se tomaron 2500 pL de la solucion madre de albendazol y se transfirieron a
un matraz aforado de 10 mL. Se llevo a volumen con la solucion de metanol:
agua 80:20 v/v. Se almaceno en congelacion.

» Solucidn de albendazol (10 pg/mL). Solucién D.
Se tomaron 500 pL de la solucion madre de albendazol y se transfirieron a un
matraz aforado de 10 mL. Se llev6 a volumen con la solucién de metanol: agua
80:20 v/v. Se almacend en congelacion.

» Solucion de sulfoxido de albendazol (200 pg/mL). Solucion E.
Se tomaron 2000 pL de la solucion madre de albendazol y se transfirieron a
un matraz aforado de 10 mL. Se llevo a volumen con la solucion de metanol:
agua 80:20 v/v. Se almaceno en congelacion.

» Solucién de trabajo de albendazol/sulfoxido de albendazol 5000-30000

ng/mL. Solucion F.



Se tomaron 500 pL de la solucion Cy 750 pL de la solucion E. Se transfirieron
a un matraz aforado de 5 mL. Se llevo a volumen con metanol: agua 80:20 v/v
y se almaceno en congelacion.

Solucion de trabajo de albendazol/ sulfoxido de albendazol 4200-30000
ng/mL. Solucion G.

Se tomaron 420 pL de la solucion Cy 750 pL de la solucion E. Se transfirieron
a un matraz aforado de 5 mL. Se llevo a volumen con metanol: agua 80:20 v/v
y se almaceno en congelacion.

Solucion de trabajo de albendazol/ sulfoxido de albendazol 4200-26000
ng/mL. Solucion H.

Se tomaron 420 pL de la solucion Cy 650 pL de la solucion E. Se transfirieron
a un matraz aforado de 5 mL. Se llevo a volumen con metanol: agua 80:20 v/v
y se almaceno en congelacion.

Solucion de trabajo de albendazol/ sulféxido de albendazol 1500-10000
ng/mL. Solucion 1.

Se tomaron 150 pL de la solucion Cy 250 pL de la solucion E. Se transfirieron
a un matraz aforado de 5 mL. Se llevé a volumen con metanol: agua 80:20 v/v
y se almaceno en congelacion.

Solucion de trabajo de albendazol/ sulféxido de albendazol 1000-8000 ng/mL.
Solucion J.

Se tomaron 500 pL de la solucién D y 200 pL de la solucion E. Se transfirieron
a un matraz aforado de 5 mL. Se llevé a volumen con metanol: agua 80:20 v/v
y se almaceno en congelacion.

Solucion de trabajo de albendazol/ sulfoxido de albendazol 200-2000 ng/mL.
Solucion K.

Se tomaron 100 pL de la solucion D y 50 pL de la solucion E. Se transfirieron
a un matraz aforado de 5 mL. Se llevo a volumen con metanol: agua 80:20 v/v

y se almaceno en congelacion.



> Solucién de trabajo de albendazol/ sulféxido de albendazol 20-1000 ng/mL.
Solucion L.
Se tomaron 20 pL de la solucion D y 50 pL de la solucién E. Se transfirieron
a un matraz aforado de 10 mL. Se llevé a volumen con metanol: agua 80:20
v/v'y se almacend en congelacion.

» Muestra para control diluido 1:2 (PCD 1:2).
Se colocd en un microtubo: una alicuota de 30 pL de la solucion de
Albendazol/Sulfoxido de Albendazol 5000/30000 ng/mL (SOL F) y 470uL de
plasma. Se tomaron 75 pL del plasma cargado, se adicionaron 75 pL de la
mezcla de matriz bioldgica libre de farmaco y se procesé de acuerdo con el

método propuesto.

A partir de las soluciones F, G, H, I, J, Ky L se prepard la curva de calibraciéon y los
puntos control necesarios durante la validacion. La curva de calibracion contd con
ocho puntos. La preparacion de los puntos de la curva y controles se representa en el

cuadro 13 con las concentraciones finales en plasma.
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Solucion de

Solucion de

Solucion de

Solucion de

Solucion de

Solucion de

Concentracion

Solucion de ) ) ) ) ) ) Alicuota Concentracio | final en
Habaf frabajo | ftrabajo | tabajo | trabajo | trabajo | trabajo dlyente | Votumen Volumen afalen | plasna
NVEL | ALBIALBSO ALBIALBSO | ALBIALBSO | ALBIALBSO | ALBIALBSO | ALBIALBSO | ALBIALBSO metanol:aaua |de plasma final de asma | SULFONIDO
20012000 | 1000/8000 | 1500110000 | 420030000 | 4200726000 | 5000130000 . o4l e muesta | F
201000 ng/mL 00w | () ALBENDAZOL|  DE
0L ngimL ngml | ng/mL ngimL ngimL nglmL i) (i) nginl) | ALBENDAZOL
(SOLK) | (SOLJ) | (SOLI) | (SOLH) | (SOLG) | (SOLF)
(ng/mL)
CCt 10 il 950 1000 0.200 10000
Q2 10 15 47h 500 0400 20000
(03 4 u g5 | S0 | 1000 | 1000
(4 i 0 5| R0 | A0 | 400000
CCh f0 15 473 500 64.000 600.000
CCh 1 10 4Th 500 126.000 780.000
CC7 il 5 475 500 168.000 | 1040000
CCh il 5 474 il 200000 | 1200.000
PCB il il 930 1000 0.600 30.000
PCM dl 0 %40 1000 75.000 500.000
PCA Kl il 940 1000 150,000 900.000

* ALB: Albendazol, ALBSO: Sulféxido de albendazol, PCB: punto control bajo, PCM: punto control medio, PCA: punto control alto.




5.5.2.2. Proceso de analisis durante la validacion del método.

La validacion del meétodo analitico para cuantificar albendazol y sulfoxido de
albendazol consistio en corridas analiticas realizadas en cinco diferentes dias, las
cuales incluyeron adecuabilidad del sistema, curva de calibracion, puntos control

(PCB, PCM, PCA) por quintuplicado y las pruebas a evaluar diarias.

5.5.2.2.1. Adecuabilidad del sistema.

Al iniciar cada corrida analitica se inyect6 en seis ocasiones el PCM (punto control

medio) para demostrar que el sistema cromatografico se encontraba estable.

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacién del valor promedio para el area

relativa debera ser <5 % y para el tiempo de retencion debera ser <2 %.

5.5.2.2.2. Linealidad del método.

Cada dia de anélisis se prepar6 y procesé una curva de calibracion con ocho
concentraciones. En ella se interpolaron los resultados generados de los parametros
evaluados en el dia de validacion. Cada curva de calibracién incluy6 una muestra de
blanco de matriz (muestra procesada sin la adicion del analito y del EI) y muestra

cero (muestra procesada con la adicion del El).

Tiene la finalidad de demostrar que la linealidad de las curvas es reproducible en el
intervalo de trabajo. Se determind con tres curvas, para lo cual se prepard una curva

de calibracion a partir de pesada independiente durante 3 dias.

Criterio de aceptacion: Para cada curva de calibracion, el coeficiente de correlacion

(r) debe ser mayor o igual a 0.99 y las diferencias entre los valores de concentracion



recuperada y el valor nominal en términos porcentuales, no deben ser mayor al 15 %
en cada nivel de concentracion a excepcion del LIC que no debe ser mayor al 20 %.
Para la evaluacion de la linealidad al menos el 75 % del total de los niveles de
concentracion deben cumplir. En caso de excluir dos puntos, estos no deben ser los
limites inferior y superior de la curva de calibracion, y no deben encontrarse

contiguos.

Del total de las curvas evaluadas, al menos el 50% de cada nivel de concentracion
debe ser menor o igual al 15 % de la concentracién nominal, excepto para el LIC, el
cual debe ser menor o igual al 20 %, adicionalmente el %CV del valor promedio de

las pendientes de las curvas evaluadas debe ser menor o igual al 15 %.

5.5.2.2.3. Precision del método.

Se evalud con la determinacion de la repetibilidad y reproducibilidad mediante puntos
control de calidad, los cuales se prepararon a partir de las soluciones madre obtenidas

de pesadas independientes.

55.2.2.3.1. Repetibilidad

Se prepararon por quintuplicado en un solo dia de andlisis el LIC, PCB, PCM, PCA
y PCD (1:2). Los puntos control de este parametro fueron independientes a las
utilizadas en otras determinaciones. La dilucion para el PCD fue realizada en la matriz
bioldgica exenta de farmaco y la concentracion obtenida se multiplico por el factor

de dilucion para obtener la concentracion real.

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacion del promedio de cada nivel debe

ser menor o igual al 15 %, excepto para el LIC, el cual debe ser menor o igual al 20

%. No se puede excluir ningn punto dentro de cada nivel de concentracion.



5.5.2.2.3.2. Reproducibilidad.

Esta prueba se prepard con pesadas independientes y se procesaron por quintuplicado
el LIC, PCB, PCMy PCA en tres corridas analiticas diferentes en 3 dias. Se determiné
la concentracion recuperada de las muestras control interpolando en la curva de
calibracién de cada dia de analisis. Se calcul6 el promedio, desviacion estandar y

coeficiente de variacion de los puntos control de los tres dias de validacion.

Criterio de aceptacion: El %CV del valor promedio debe ser menor o igual al 15 %

para cada nivel de concentracion, excepto para el LIC, el cual debe ser menor o igual

que 20 %. No se pueden excluir puntos dentro de cada nivel de concentracion.

5.5.2.2.4. Exactitud del método.

La exactitud se evaluo de los resultados obtenidos en la prueba de repetibilidad y de
los resultados obtenidos en la prueba de reproducibilidad. Se calcul6 el porcentaje de

desviacion absoluta empleando la siguiente ecuacion:

L (Concentracion adicionada)( Concentracion obtenida)
% desviacion = 100 xABS

Concentraciéon adicionada

Criterio de aceptacion: La concentracion recuperada para cada muestra y del

promedio de cada nivel de concentracién debe presentar desviacién absoluta menor
o igual al 15 % de su concentracion, excepto para el limite inferior de cuantificacion
que debe ser menor o igual al 20 %. Y no se puede excluir ninguin punto control de

ningun nivel de concentracion.



5.5.2.2.5. Selectividad del método analitico.

Se verificd que la cuantificacion del analito de interés no era afectada por la presencia
de compuestos enddgenos en la matriz biolégica analizada como metabolitos,
productos de degradacién, farmacos de uso comun, productos liberados por la
hemolisis, interferencias por muestras lipémicas, etc. Las selectividades evaluadas

para albendazol y sulfoxido de albendazol durante la validacion fueron:

55.2.25.1. Selectividad a lotes de plasma

Se evaluaron seis lotes de plasma, una muestra de cada uno y la mezcla. Se procesaron

de manera individual de acuerdo con el método propuesto.

5.5.2.25.2. Selectividad a hemolisis.

Para la obtencién de plasma hemolizado se tomaron 100 pL de sangre total y se
diluy6 con 900 pL de plasma sin farmacos. Se procesé una muestra de acuerdo

con el método propuesto.

5.5.2.25.3. Selectividad a lipemia.

Se evalud una muestra b lanco que present6 lipemia y se procesé conforme al

método propuesto.

55.2.25.4. Selectividad a farmacos y/o metabolitos.

Se prepar6 una muestra a la concentracion maxima reportada para los farmacos

cafeina, acido salicilico, naproxeno, paracetamol y metoclopramida (2.4 pg/mL,



24 ng/mL, 94 pg/mL, 20 ug/mL y 47.5 ng/mL respectivamente). Se procesaron

las muestras con forme a el método propuesto.

Criterio de aceptacidn: Las muestras evaluadas no deben presentar interferencias en

el tiempo de retencion del analito de interés ni en el del estandar interno. En caso de
que se presente alguna sefial, esta debe ser menor o igual al 20 % de la respuesta de
la concentracion del LIC y para el estandar interno no debe ser mayor del 5 % de su
respuesta. En caso de que alguno de los seis lotes no cumpla, se realizara una prueba
confirmatoria, de no cumplir, entonces el nimero de lotes de matriz bioldgica puede

incrementarse a 10 de los cuales el 90 % debe cumplir con el criterio inicial.

5.5.2.2.6. Efecto matriz.

Se analizaron de manera independiente y unitaria seis lotes de matriz, la mezcla de la

matriz bioldgica y la matriz biologica lipémica y hemolizada.

Se extrajeron muestras blanco de cada lote de matriz, se adiciono el analito y estandar
interno en solucion para obtener la respuesta analitica correspondiente. Se
compararon las respuestas analiticas obtenidas respecto a las respuestas del analito y

el estandar interno en solucion inyectando por quintuplicado.

Se calcul6 el efecto matriz normalizado (EMN) por estandar interno promedio para

cada unidad de matriz bioldgica de acuerdo con la siguiente formula:

) ) Area relativa de muestra postextraccion
Efecto matriz normalizado = — - —
Area relativa de muestra en soluciéon

Se evaluo el EMN a los niveles bajo y alto de concentracion.



Criterio de aceptacion: El porcentaje del coeficiente de variacion del EMN de los

lotes analizados y por nivel de concentracion no debe ser mayor al 15 %. No se puede

excluir ningun punto de la prueba.

5.5.2.2.7. Prueba de acarreo.

Se realizaron tres inyecciones de muestra blanco de reactivo siendo una antes y dos
después de una inyeccion del limite superior de cuantificacion (LSC). La prueba
anterior se realiz6 por duplicado y se compararon las respuestas obtenidas en los

blancos de reactivos contra la respuesta obtenida en el LIC.

Criterio de aceptacion: Los blancos de reactivo inyectados posterior a punto alto, no

deben presentar interferencias en el tiempo de retencion del analito de interés, ni en
el del estandar interno. En caso de que se presente alguna sefal, esta debera de ser
menor al 20 % de la respuesta del LIC y para el estandar interno debera ser menor al

5 % de su respuesta.

5.5.2.2.8. Estabilidades

5.5.2.2.8.1. Estabilidad de las soluciones.

Durante el desarrollo y parte de la validacién se almacenaron, en diferentes
condiciones, soluciones madre y de trabajo de los analitos de interés y el estandar
interno. Después del periodo establecido para la realizacion de la prueba de
estabilidad de las soluciones, se inyecto por quintuplicado la muestra en sistema a la

concentracion del PCM con cada una de las soluciones almacenadas y se compararon



las respuestas obtenidas de cada analito con la concentracion del PCM en sistema

preparado con soluciones estandar de pesada reciente.

A continuacién, se describen los periodos de almacenamiento para cada solucion:

>

Solucion madre de albendazol.

El dia 30-ABR-2019 se almacend en refrigeracion la solucion madre de
albendazol. Despues de 41 dias (el dia 10-JUN-2019) de almacenamiento, se
prepard la concentracion PCM en sistema por quintuplicado para la evaluacion
de la estabilidad.

Solucion madre de sulfoxido de albendazol.

El dia 15-ABR-2019 se almacend en congelacion la solucion madre de
sulfoxido de albendazol. Después de 53 dias (el dia 07-JUN-2019) de
almacenamiento, se prepar6 la concentracion PCM en sistema por
quintuplicado para la evaluacion de la estabilidad.

Solucion madre de mebendazol.

El dia 30-ABR-2019 se almaceno6 en refrigeraciéon la solucién madre de
mebendazol. Después de 41 dias (el dia 10-JUN-2019) de almacenamiento, se
prepar0 la concentracién PCM en sistema por quintuplicado para la evaluacién
de la estabilidad.

Solucion de trabajo de albendazol.

El dia 06-MAY-2019 se almacend en congelacion la solucién de trabajo de
albendazol. Después de 35 dias (el dia 10-JUN-2019) de almacenamiento, se
prepar0 la concentracién PCM en sistema por quintuplicado para la evaluacion
de la estabilidad.

Solucion de trabajo de sulfoxido de albendazol

El dia 06-MAY-2019 se almaceno en congelacion la solucién de trabajo de
sulfoxido de albendazol. Después de 35 dias (el dia 10-JUN-2019) de
almacenamiento, se prepar6 la concentracion PCM en sistema por

quintuplicado para la evaluacion de la estabilidad.



> Solucién de trabajo de mebendazol.
El dia 07-JUN-2019 se almacen0 en congelacion la solucion de trabajo de
mebendazol. Después de 5 dias (el dia 12-JUN-2019) de almacenamiento, se
prepard la concentracion PCM en sistema por quintuplicado para la evaluacion
de la estabilidad.

Criterio de aceptacion: Las respuestas relativas promedio obtenidas de las muestras

preparadas con las soluciones almacenadas deben presentar una desviacion absoluta
menor o igual al 10 % del promedio obtenido de los controles en sistema de
soluciones recién preparadas. El porcentaje del coeficiente de variacion del valor
promedio debe ser menor o igual al 10 %. No se debe excluir ningun resultado para

los calculos.

5.5.2.2.8.2. Estabilidad de la muestra en automuestreador.

Se prepararon por quintuplicado muestras control a nivel bajo, medio y alto en la
matriz bioldgica. Se procesaron de acuerdo con la técnica de extraccion propuesta y
se inyectaron al sistema cromatografico. Posteriormente, las muestras se almacenaron
en el automuestreador durante 22.2 h a 4 °C para albendazol y sulfoxido de

albendazol y se reinyectaron al concluir el tiempo establecido.

Criterio de aceptacion: Por lo menos el 80 % de las muestras control por nivel de

concentracion deben presentar una desviacion absoluta menor o igual al 15 % con
respecto a la concentracion nominal. La concentracion promedio de las muestras de
estabilidad que cumplen por nivel de concentracion, deberd presentar desviacion
absoluta menor o igual al 15 % del valor nominal y el coeficiente de variacion no

deberéa ser mayor al 15 %.



5.5.2.2.8.3. Estabilidad a temperatura ambiente o corto plazo.

Se prepararon por quintuplicado muestras control a nivel bajo, medio y alto en plasma

y se realizd el proceso de extraccion después de 22.2 h,

Criterio de aceptacion: Por lo menos el 80 % de las muestras control por nivel de

concentracion deben presentar una desviacion absoluta menor o igual al 15 % con
respecto a la concentracion nominal. La concentracion promedio de las muestras de
estabilidad que cumplen por nivel de concentracion, deberd presentar desviacion
absoluta menor o igual al 15 % del valor nominal y el coeficiente de variacion del

valor promedio no debera ser mayor al 15 %.
5.5.2.2.8.4. Estabilidad de la muestra procesada.

Se prepararon por quintuplicado muestras control a nivel bajo, medio y alto en plasma
y se procesaron de acuerdo con el método de extraccién propuesto. Se almacenaron
las muestras en refrigeracion (4°C a 8°C) durante 5.9 h y finalizado el periodo de

almacenamiento se inyectaron las muestras en el sistema cromatografico.

Criterio de aceptacion: Por lo menos el 80 % de las muestras control por nivel de

concentracion deben presentar una desviacion absoluta menor o igual al 15 % con
respecto a la concentracion nominal. La concentracion promedio de las muestras de
estabilidad que cumplen por nivel de concentracién, debera presentar desviacion
absoluta menor o igual al 15 % del valor nominal y el coeficiente de variacion del

valor promedio no debera ser mayor al 15 %.

5.5.2.2.8.5. Estabilidad ciclos de congelacion-descongelacion.

Se cargaron por quintuplicado los controles bajo, medio y alto. Se almacenaron en

congelacion (-70°C £ 10°C) por al menos 12 horas. Se descongelaron completamente



a temperatura ambiente y se repitid este ciclo otras dos veces. Se realizo el analisis al

finalizar el ultimo ciclo.

Criterio de aceptacién: Por lo menos el 80 % de las muestras control por nivel de

concentracion deben presentar una desviacion absoluta menor o igual al 15 % con
respecto a la concentracion nominal. La concentracion promedio de las muestras de
estabilidad que cumplen por nivel de concentracion, deberd presentar desviacion
absoluta menor o igual al 15 % del valor nominal y el coeficiente de variacion del

valor promedio no debera ser mayor al 15 %.

5.5.2.2.8.6. Estabilidad a largo plazo (en congelacion).

Se prepararon por quintuplicado los puntos control bajo, medio y alto y se
almacenaron en congelacién (-70°C £ 10°C). Las muestras de albendazol y sulfoxido
de albendazol se almacenaron durante 56 dias. En el Gltimo dia de validacion se

evaluo la serie de controles de acuerdo con el método propuesto.

Criterio de aceptacion: Por lo menos el 80 % de las muestras control por nivel de

concentracion deben presentar una desviacion absoluta menor o igual al 15 % con
respecto a la concentracion nominal. La concentracion promedio de las muestras de
estabilidad que cumplen por nivel de concentracion, deberd presentar desviacion
absoluta menor o igual al 15 % del valor nominal y el coeficiente de variacion del

valor promedio no debera ser mayor al 15 %.

55.2.2.8.7. Estabilidad de la muestra evaporada.

Se prepararon por quintuplicado muestras control con nivel bajo, medio y alto en

plasma y se procesaron de acuerdo con el método de extraccion propuesto. Posterior



a la evaporacion, las muestras sin reconstituir se almacenaron en refrigeracion (4°C
a 8°C) durante 5.8 horas.

Criterio de aceptacién: Por lo menos el 80 % de las muestras control por nivel de

concentracion deben presentar una desviacion absoluta menor o igual al 15 % con
respecto a la concentracion nominal. La concentracion promedio de las muestras de
estabilidad que cumplen por nivel de concentracion, deberd presentar desviacion
absoluta menor o igual al 15 % del valor nominal y el coeficiente de variacion del

valor promedio no debera ser mayor al 15 %.

6. Resultadosy discusion

6.1. Desarrollo del método analitico.

Para el desarrollo del método analitico se realizO previamente una investigacion
bibliografica para recopilar informacion acerca de propiedades fisicoquimicas de los
analitos y métodos previamente propuestos por diferentes autores para la
cuantificacion de estos. Los métodos encontrados tenian diferentes técnicas de

extraccion y condiciones cromatograficas, los cuales se presentaron en el cuadro 3.

Para la preparacion de las soluciones madre fue necesario considerar la solubilidad
de los analitos y el estandar interno. El albendazol y mebendazol demostraron tener
menor solubilidad que el sulfoxido de albendazol, por lo que se tuvieron
consideraciones especiales para estas soluciones madre. La solucion madre de
albendazol se prepar6 pesando el equivalente a 5 mg del estandar de albendazol y
disolviendo en 25 mL en metanol para posteriormente sonicar la solucién por 5 min

y se almaceno en refrigeracion para evitar que se formara un sedimento.

La solucion madre de mebendazol fue preparada pesando el equivalente a 5 mg del

estandar de mebendazol y disolviendo con metanol, agregando 10 mL de acetonitrilo



y posteriormente llevando a volumen con metanol en un matraz aforado de 25 mL.
Se sonico la solucién y también se almaceno en refrigeracion para evitar la formacion

de sedimento.

A continuacion, se muestran las condiciones que se consideraron como Optimas
durante el desarrollo analitico ya que fueron aquellas en las que se presentd mayor

simetria y resolucion en los picos y/o mejor respuesta.

6.1.1. Parametros del espectrémetro de masas.

Las condiciones de fragmentacion de los analitos y el estandar interno se presentan
en el cuadro 14. Se observo una sefial de mayor intensidad con una ionizacion positiva
para ambos analitos y para el estandar interno. Los fragmentos se determinaron a

partir de los iones precursores con base en la abundancia de la sefial.

Cuadro 14. Condiciones de fragmentacion de los analitos y el estdndar interno seleccionado.

lon lon Energia de Energia  Voltaje de

Analito Dwell  Fragmentacion de celda de Polaridad
[BIEELERL | [ETEeieis V) colision = aceleracién
ALB 266 234.1 300 380 20 7 Positiva
ALBSO 282.1 240.1 300 380 15 5 Positiva
MBZ 296.1 264.1 300 380 15 5 Positiva

*ALB: Albendazol, ALBSO: Sulféxido de albendazol, MBZ: Mebendazol

El mebendazol se selecciond como estandar interno durante el desarrollo del método
ya que presenta mayor similitud en propiedades fisicoquimicas y estructurales con
los analitos, ademas, la respuesta fue semejante al PCM y se logro recuperar con la

misma técnica de extraccion propuesta.

Después de la identificacion de los iones producto se determinaron las condiciones
de deteccion, nuevamente con base en la intensidad de la sefial. En el cuadro 15 se

muestran las condiciones para la deteccion.



Cuadro 15.Condiciones de deteccion para albendazol y sulféxido de albendazol.

Temperatura del gas (°C) 200

Flujo de gas (L/min) 16

Nebulizador (psi) 30

Calentador del gas de revestimiento 300

Flujo del gas de revestimiento 10
Capilar (V) 2500
Carga (V) 1500

6.1.2. Condiciones cromatograficas

La fase estacionaria con la que se presenté una mejor separacion de analitos fue una
columna Phenomenex Luna C18 con un diametro interno de 2.0 mm, longitud de 100
mm y un tamarfio de particula de 3 um. La temperatura del horno de la columna se

mantuvo en 30°C durante todo el analisis.

Se selecciono acido formico 0.1 %: metanol con elucién en gradiente como fase
movil, ya que resultd ser optima debido a los problemas de selectividad durante el
desarrollo. En el cuadro 16 se encuentra el gradiente, con los tiempos de permanencia

de cada proporcion y las velocidades de flujo.



Cuadro 16. Elucidn en gradiente.

. Fase Fase Velocidad de
Tiempo - .
(min) acuosa organica f|UJO.
(%) (%) (mL/min)

0.0 40 60 0.35

2.3 40 60 0.35

3.0 0 100 0.50

3.5 0 100 0.50

4.3 40 60 0.35

53 40 60 0.35

El principal inconveniente durante el desarrollo fue la selectividad, ya que
constantemente se presentaba una sefial mayor al 20 % del LIC de los analitos
(principalmente albendazol) en los blancos por lo que fue necesario considerar varias
fases de lavado. La fase de lavado que mejord la selectividad fue la compuesta por
metanol: isopropanol en proporcion 50:50 v/v por un tiempo de permanencia en

puerto de 30 s.

El volumen de inyeccion seleccionado fue el de 3 UL ya que presentd una buena sefial

y no interfirio en la selectividad del método.

6.1.3. Técnica de extraccion

La técnica para la extraccion con mejores resultados en linealidad y reproducibilidad
fue por extraccion liquido- liquido con acetato de etilo acidificando el medio con 40

uL de acido férmico al 4%. A continuacidn, se presenta el proceso para la extraccion.



Adicionar 10
uL del estandar
interno
Mebendazol de
2 pg/mL.

Adicionar 40
uL de solucion
de acido
formico al 4 %
y mezclar.

Transferir
800 pL de
fase organica
a un tubo de
ensaye.

Centrifugar 5
min a 13000

rpma4 °C.

Figura 11..Proceso de extraccion.

Inyectar 3 L al
sistema

cromatografico.

[ g3 L




6.2. Validacion del método bioanalitico.

A continuacion, se muestran los resultados de la validacion del método.

6.2.1.
El cuadro 17 muestra los resultados de adecuabilidad en donde se presenta el %CV

Adecuabilidad del sistema.

del valor promedio de tiempos de retencion y area relativa por dia de validacion de

cada analito.
Cuadro 17. Resultados de adecuabilidad
Albendazol Sulféxido de albendazol Mebendazol
Dia de Area relativa tzr:n%?é?]e Area relativa tggn%?é?]e tggn%?é?]e
S o o
validacion (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)

06-jun-19 1.031 0.128 0.669 0.108 0.166
07-jun-19 0.405 0.084 1.085 0.073 0.176
10-jun-19 0.560 0.178 0.906 0.084 0.183
11-jun-19 1.046 0.108 2.093 0.108 0.130
12-jun-19 0.804 0.064 1.186 0.053 0.106
17-jul-19 0.540 0.156 0.487 0.108 0.207

En cada dia de analisis, los %CV del area relativa fueron menores al 5 % y los del
tiempo de retencién fueron menores al 2 %, por lo que se verifico que el sistema

funciono constantemente en los dias establecidos.

6.2.2. Linealidad.
El modelo matematico de cada curva de calibracion de albendazol y sulfoxido de
albendazol se ajustd por medio de un analisis de regresion lineal por minimos
cuadrados. Se realiz6 una ponderacion 1/x? para el caso de albendazol y una

ponderacion 1/x para sulfoxido de albendazol.



Los siguientes cuadros y figuras presentan los resultados de linealidad con las 3

curvas de calibracion seleccionadas para la prueba.

Cuadro 18. Resultados de linealidad de ALB

Curva Z(;E::E Corr]‘%e;%;zjién Respuesta C?:guegé:ggign %Desviacion | Pendiente 2{%??;?? r
1 0.200 660.504 0.200 0.181
2 0.400 1187.927 0.399 -0.159
3 10.000 22741.394 9.480 -5.197
q 4 50.000 118827.196 49.230 -1.539 — T g
5 84.000 219935.108 84.372 0.443
6 126.000 334431.611 132.482 5.144
7 168.000 386379.100 156.107 -7.079
8 200.000 594279.426 216.414 8.207
1 0.200 541.184 0.193 -3.410
2 0.400 1151.264 0.428 6.953
3 10.000 25602.259 9.728 -2.715
» 4 50.000 129166.232 48.349 -3.302 el T [
5 84.000 217761.138 82.471 -1.821
6 126.000 348964.112 127.036 0.822
7 168.000 465075.306 170.165 1.289
8 200.000 571925.871 204.367 2.184
1 0.200 565.500 0.200 0.148
2 0.400 *0.600 *50.109 50.109
3 10.000 27440.039 9.226 -7.743
. 4 50.000 139577.935 48.709 -2.581 T T [
5 84.000 259641.785 87.012 3.586
6 126.000 369234.554 130.329 3.436
7 168.000 503421.295 169.816 1.081
8 200.000 623001.737 204.147 2.074
Promedio | 0.0127 0.0003 | 0.9990
D.E. 0.0012 0.0003 | 0.0004
%C.V. 9.1697 | 96.4365 |0.0379

* Puntos de la curva que no cumplen con criterios de aceptacion no considerados en la estadistica




Cuadro 19. Resultados de concentracion recuperada de ALB en la evaluacion de la linealidad del método.

Concentracion recuperada (ng/mL)

ng&?ﬁgﬁ%‘;;ﬁ[) Curval Curva 2 Curva 3 Promedio D.E. %CV
0.200 0.200 0.193 0.200 0.198 0.004 2.085
0.400 0.399 0.428 *0.600 0.414 0.020 4.864
10.000 9.480 9.728 9.226 9.478 0.251 2.652
50.000 49.230 48.349 48.709 48.763 0.443 0.909
84.000 84.372 82.471 87.012 84.618 2.281 2.695
126.000 132.482 127.036 130.329 129.949 2.743 2.110
168.000 156.107 170.165 169.816 165.363 8.017 4.848
200.000 216.414 204.367 204.147 204.147 7.020 3.438

* Puntos de la curva que no cumplen con criterios de aceptacion no considerados en la estadistica



Cuadro 20. Resultados de linealidad de método ALBSO

Curva Z?Igo Concen;racic’)n Respuesta ComEATEeln 0./0 .. | Pendiente Ordenada r
curva nominal recuperada Desviacion al origen
1 10 3563.404 9.412 -5.879
2 20 7078.364 19.469 -2.657
3 100 34809.447 108.998 8.998
. 4 400 133647.066 417.139 4.285 e aanie | oeme
5 600 193577.530 559.575 -6.738
6 780 262208.684 782.976 0.382
7 1040 356026.642 1084.675 4.296
8 1200 425267.687 1167.756 -2.687
1 10 3496.110 9.663 -3.367
2 20 7271.388 19.860 -0.700
3 100 39329.488 105.310 5.310
5 4 400 146672.698 385.900 -3.525 ARG e |ocse
5 600 228124.868 607.082 1.180
6 780 311863.071 797.642 2.262
7 1040 408481.856 1049.976 0.959
8 1200 467907.707 1174.566 -2.119
1 10 4092.241 9.361 -6.391
2 20 10042.715 22.345 11.726
3 100 42399.310 95.325 -4.675
. 4 400 168099.870 394.040 -1.490 T aane |oeses
5 600 270486.190 609.187 1531
6 780 321341.511 762.405 -2.256
7 1040 462318.493 1048.484 0.816
8 1200 548674.867 1208.852 0.738
Promedio| 0.0018 0.0009 |0.9995
D.E. 0.0003 0.0011 |(0.0004
%C.V. 14.699 | 120.185 | 0.038




Cuadro 21. Resultados de concentracién recuperada de ALBSO en la evaluacion de la linealidad del método.

Concentracion recuperada
(ng/mL)
Concentracion
nominal Curval | Curva?2 Curva 3 Promedio D.E. %CV
(ng/mL)
10 9.412 9.663 9.361 9.479 0.162 1.708
20 19469 | 19.860 | 22.345 ALLEE 0.277 1.407
100 108.998 | 105.310 95.325 103.211 7.074 6.854
400 417.139 | 385.900 394.040 399.027 16.205 4.061
600 559.575 | 607.082 609.187 591.948 28.056 4.740
780 782.976 | 797.642 762.405 781.008 17.701 2.266
1040 1084.675 | 1049.976 | 1048.484 1061.045 20.478 1.930
1200 1167.756 | 1174.566 | 1208.852 1183.725 22.026 10.789




Concentracion recuperada (ng/mL)

Concentracidon nominal vs. Concentracién recuperada
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Figura 12. Gréfica de la concentracion nominal contra concentracion recuperada de ALB.
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Concentracion nominal vs. Concentracion recuperada
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Figura 13. Gréafica de la concentracion nominal contra concentracion recuperada de ALBSO.

La linealidad del método fue determinada a partir del coeficiente de correlacion (r),
el cual tuvo un valor mayor al 0.99 en el caso de las tres curvas para cada analito,

cumpliendo con el criterio de aceptacion.

Con base a lo anterior mencionado, se considera que el método es lineal en el
intervalo de concentraciones de 0.200 — 200 ng/mL para albendazol y en el intervalo

de concentraciones de 10- 1200 ng/mL para sulfoxido de albendazol.

En cada punto de la curva de cada analito se cumpli6 con los criterios de aceptacién

para exactitud y precision, con excepcion del nivel 2 (0.400 ng/mL) de la curva 3 de



ALB, el cual presentd una desviacion absoluta mayor al 15% por lo cual se descarto
del tratamiento estadistico.

6.2.3. Precision y exactitud del método.

Esta prueba se evalué como repetibilidad y reproducibilidad.

6.2.3.1. Repetibilidad y exactitud.
Los cuadros 22 y 23, presentan los resultados obtenidos de la evaluacion de la
repetibilidad y exactitud para albendazol y sulféxido de albendazol, en las cuales se
observa que el coeficiente de variacion y desviacion absoluta en cada nivel de

concentracion son menores al 15 % para ambos analitos.



Cuadro 22. Resultados de repetibilidad y exactitud de ALB.

Concentracion | Promedio. .
Muestra Area E.l. | Concentracién | D.E. | %CV | % Desv. Abs.
(ng/mL) (ng/mL)

LIC 1 0.199 214910.735

LIC 2 0.211 218499.778

LIC 3 0.215 226885.669 0.205 0.008 | 3.680 2.653
LIC 4 0.204 215434.200

LIC 5 0.197 207965.735

PCB 1 0.602 223420.850

PCB 2 0.623 223624.525

PCB_3 0.604 220242.269 0.618 0.015 | 2.493 2.919
PCB 4 0.618 213793.307

PCB 5 0.640 220056.125

PCM_1 75.432 215044.476

PCM_2 72.827 217515.715

PCM_3 71.208 198042.530 74.005 1.991 | 2.690 1.327

PCM_4 74.456 210397.291

PCM_5 76.102 227808.282

PCA_1 148.712 217660.667

PCA_2 133.539 222390.509

PCA_3 152.674 213918.000 147.654 8.088 | 5.477 1.564

PCA_4 153.051 212750.902

PCA_5 150.293 210027.266

PCD_1 303.500 222948.564

PCD_2 291.718 211418.207

PCD_3 295.502 208269.692 296.112 5.363 | 1.811 1.296

PCD_4 299.277 205091.042

PCD_5 290.563 221495.606




Cuadro 23. Resultados de repetibilidad y exactitud de ALBSO.

Concentracion | Promediq .
Muestra Area E.l. | Concentracion | D.E. | %CV | % Desv. Abs.
(ng/mL) (ng/mL)

LIC 1 9.450 214910.735

LIC_ 2 9.469 218499.778

LIC_3 9.156 226885.669 9.544 0.329 | 3.450 4.561
LIC 4 9.582 215434.200

LIC 5 10.061 207965.735

PCB 1 28.245 223420.850

PCB_2 28.294 223624.525

PCB 3 27.502 220242.269 28.151 0.654 | 2.325 6.165
PCB 4 29.123 213793.307

PCB 5 27.588 220056.125

PCM_1 467.901 215044.476

PCM_2 464.910 217515.715

PCM_3 467.350 198042.530 467.692 14.340 | 3.066 6.462
PCM_4 489.278 210397.291

PCM 5 449.019 227808.282

PCA_1 884.587 217660.667

PCA_2 896.002 222390.509

PCA_3 902.070 213918.000 889.151 11.940| 1.343 1.205
PCA 4 892.035 212750.902

PCA 5 871.061 210027.266

PCD_1 1729.703 222948.564

PCD_2 1762.406 211418.207

PCD_3 1758.967 208269.692 1753.877 27.864 | 1.589 2.562
PCD_4 1793.556 205091.042

PCD_5 1724.754 221495.606




6.2.3.2. Reproducibilidad.
En los siguientes cuadros se muestran los resultados de la reproducibilidad de

albendazol y sulfoxido de albendazol.

Cuadro 24. Resultados de reproducibilidad de ALB.

Dia LIC PCB PCI PCM PCA
(0.2 ng/mL) | (0.6 ng/mL) | (30 ng/mL) | (75 ng/mL) | (150ng/mL)

0.185 0.554 29.138 73.230 160.840

0.175 0.560 29.031 69.352 165.671

(06—JU1N—2019) 0.162 0.526 29.705 72.027 160.498
0.173 0.559 29.854 74.122 153.637

0.161 0.546 28.858 77.050 152.834

0.237 0.594 28.419 76.225 151.571

0.200 0.601 27.678 76.647 154.424

(07- JU2N-2019) 0.204 0.567 28.856 74.778 155.361
0.211 0.615 29.337 74.611 156.326

0.210 0.532 29.542 74.800 169.512

0.236 0.546 28.257 75.017 152.513

0.186 0.568 26.892 76.383 152.635

(08—JU3N—2019 0.223 0.580 27.474 72.253 150.350
0.213 0.571 28.264 75.691 150.710

0.210 0.566 28.060 76.716 147.468

Promedio 0.199 0.566 28.624 74.593 155.623
D.E. 0.025 0.025 0.862 2.133 6.048
%C.V. 12.309 4.335 3.013 2.860 3.886
%Desv. Abs. 0.446 5.728 4.586 0.542 3.749




Cuadro 25. Resultados de reproducibilidad de sulféxido de albendazol.

Dia LIC PCB PCI PCM PCA
(10 ng/mL) | (30 ng/mL) | (240 ng/mL) | (500 ng/mL) | (900ng/mL)
9.778 31.156 240.977 488.559 907.504
9.633 31.275 241.593 480.778 939.181
(06—JU1N—2019) 9.757 31.817 231.986 508.333 905.381
9.558 31.656 227.609 503.880 899.039
9.575 31.885 240.481 510.903 874.188

10.326 29.402 216.172 480.587 865.169
10.008 28.040 214.866 470.240 820.161
10.215 28.099 220.721 481.495 824.623
10.065 28.529 211.420 477.895 839.324

2
(07-JUN-2019)

9.760 27964 | 219.364 | 474054 | 922.776

9.405 20100 | 227.305 | 505.351 | 897.745

9.244 28.860 | 223660 | 492447 | 887.714

(06- JU3N_2019 9.340 28.248 | 225510 | 476171 | 867.587

9.495 27673 | 232507 | 480.617 | 874.038

9.235 28002 | 224962 | 484.829 | 855.787

Promedio 9.693 20447 | 226609 | 487.743 | 878.681
D.E. 0.340 1.619 9.509 13.299 34.615
%C.V. 3.509 5.497 4.196 2.721 3.939
%Desv. Abs. | 3.071 0.230 5.580 2.451 2.369

Los coeficientes de variacion entre los diferentes dias de trabajo para ambos analitos

fueron menores al 15 % en los niveles de concentracion evaluados.

6.2.4. Prueba de acarreo.

En el cuadro 26 se encuentran los resultados de la prueba de acarreo. Con los cuadros
27y 28 se demuestra que en ningun blanco hubo respuesta en los tiempos de retencion
de los analitos y estandar interno, lo que demuestra que no se presenta arrastre de

estos durante el analisis.



Cuadro 26. Resultados de los blancos inyectados para la prueba de acarreo.

%

Analito | Seriede |\ cira % % Respuesta Area CC1 | AreaE.l.en
blancos Respuesta 1 | Respuesta 2 E | (ALB) LIC
BCOR1_1 0.000 0.000 0.000
1 BCOR1_2 0.000 0.000 0.000
BCOR1_3 0.000 0.000 0.000
ALB = 660.504 | 222630.753
BCOR2_1 0.000 0.000 0.000
2 BCOR2_2 0.000 0.000 0.000
BCOR2_3 0.000 0.000 0.000
BCOR1_1 0.000 0.000 0.000
1 BCOR1_2 0.000 0.000 0.000
BCOR1_3 0.000 0.000 0.000
ALBSO = 712.681 | 222630.753
BCOR2_1 0.000 0.000 0.000
2 BCOR2_2 0.000 0.000 0.000
BCOR2_3 0.000 0.000 0.000




Cuadro 27. Cromatogramas de la evaluacion del efecto de acarreo para albendazol y mebendazol.

Muestra

BCOR1_1

LSC_1(C8)

BCOR1_2

BCOR1_3

BCOR2_1

Cromatograma ALB

+ MRM (266.0 -> 234.1) VDO1_052.d Sm...

Cromatograma MBZ

+ MRM (296.1 -> 264.1) vDO1_052.d

£ x10 1| £ x10 1
3 = 9.6 |
8 7.5 S o4
7.25 9.2
7 — o |
6.75 8.8 4
6.5 | 8.6 4
6.25 S-‘Z‘*
6 — s
5.75 7.8
T T T T T T
0.5 1 1.5 2 25 3 os 1 15 2 25 3
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)
+ MRM (266.0 -> 234.1) vDO1_053.d Sm... + MRM (296.1 -> 264.1) vDO1_053.d
£ x10 5] 2.347 min. £ x104] 2.353 min.
=1 ALBENDAZOL a 4 | MEBENDAZOL
(&5] 0.8 - (&)
3.5+
0.6 37
2.5+
0.4 24
1.5
0.2 14
0.5+
o o
T T T T T T T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Counts *

]

MRM (266.0 -> 234.1) VDO1_054.d Sm...
x10
s |

7.5

7 —

6.5 |

6 -

T T
0.5 1

T T T T
1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+

=2
=
=1
S
(&)

MRM (266.0 -> 234.1) VDO1_055.d Sm...
x10 1

7.5
7.25+
7
6.75—+
6.5 —
6.25+
6 |
5.75+
5.5~ T T
0.5 1

L

T T T T
1.5 2 25 3
Acquisition Time (min)

Counts

+ MRM (266.0 -> 234.1) VDO1_056.d Sm...
x10 1+
7.5+
7 -
6.5 —
6 —
5.5
5

o5 1 15 2 25 3
Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) VDO1_054.d
x10 2
0.975
0.95
0.925
0.9
0.875
0.85
0.825
0.8
0.775

Counts

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) vD01_055.d
x10 14
9.6
9.4+
9.2+
97
8.8
8.6
8.4+
8.2+
8

Counts

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) VDO1_056.d
£ x101
3 )
o
8.5
8
7.5
7
6.5
6
T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)




Muestra Cromatograma ALB Cromatograma MBZ

+ MRM (266.0 -> 234.1) VDO1_057.d Sm... + MRM (296.1 -> 264.1) VD0O1_057.d
£ x10 °7 2.340 min. £ x10 4 2.345 min.
3 ALBENDAZOL E] 4 MEBENDAZOL
(& 0.8+ o 3.5
0.6 2 27
LSC_2 (C8) 0.4 .27
0.2 14
0.5
o o
T T T T T T T T T T T T
05 1 15 2 25 3 65 1 15 2 25 3
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)
+ MRM (266.0 -> 234.1) VDO1_058.d Sm... + MRM (296.1 -> 264.1) VDO1_058.d
£ x10 ' £ x1027]
= = —
3 8 S
S 0.975
7.75+ 0.95
7.5 0.925
7.25 0.9
BCOR2 2 77 0.875
— 6.75 0.85
6.5 0.825
6.25 0.8
& 0.7754 T T T T T T
05 1 15 2 25 3 65 1 15 2 25 3
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

MRM (266.0 -> 234.1) VDO0O1_059.d Sm...

+ + MRM (296.1 -> 264.1) VDO1_059.d

£ x10 17 £ x10 1
3 7.75+ 3 9.6
o 7.5 o 9.4
7.25 | 9'3’
74 8.8
BCOR2_3 6.75 8.6
- 6.5 8.4 —
6.25 ng
6 7.8

T T T T T T T ! T ! T !

05 1 15 2 25 3 65 1 15 2 25 3

Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)




Cuadro 28. Cromatogramas de la evaluacion del efecto de acarreo para sulféxido de albendazol y mebendazol.

Muestra

BCOR1_1

LSC_ 1
(C8)

BCOR1_2

BCOR1_3

BCOR2_1

Cromatogramas de ALBSO

Cromatograma MBZ

+ MRM (282.1 -> 240.1) vDO1_052.d
x10 1 _|

Counts

5
4.95 —
4.9 —
4.85 4
4.8 —
4.75 4
4.7 —

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) VDO1_052.d
x10 17
9.6
9.4 |
9.2
o

8
6
4
27
87
87

Counts

®ooo

N

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (282.1 -> 240.1) vDO1_053.d

x10 5 1.182 min.
ALB-SO

Counts

0.8

0.6

0.4

0.2

o]

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

MRM (282.1 -> 240.1) VDO1_054.d
x10 1+
5.

Counts *

5.15—
5.1+
5.05 —
5
4.95 —
4.9 —
4.85 —|
4.8 —|
4.75 —

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

MRM (282.1 -> 240.1) VDO1_055.d
x10 1 |

Counts *

51+

5 |

4.9

4.8 —

4.7

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) vDO1_053.d
£ x10 4| 2.353 min.
(_03) 4 | MEBENDAZOL
3.5
34
2.5
2
1.5
14
0.5
[0}
os 1 15 2 25 3
Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) VDO1_054.d
x10 2
0.975
0.95
0.925
0.9
0.875
0.85
0.825
0.8
0.775

Counts

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) VD01_055.d
42 x10 17
3 9.6
© 9.4
9.2

97

8.8

8.6

8.4

8.2

87

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 25 3
Acquisition Time (min)

+ MRM (282.1 -> 240.1) VDO1_056.d
x10 1+
5.05
5|
4.95
4.9
4.85
4.8
4.75
4.7
4.65

Counts

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) VDO1_056.d
x10 14
o
8.5+
8-
7.5+
7
6.5+
6

L
=
=
IS3
(&)

T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)




Muestra Cromatogramas de ALBSO Cromatograma MBZ

+ MRM (282.1 -> 240.1) vDO1_057.d + MRM (296.1 -> 264.1) VDO1_057.d
o« 5 [} 4 .
§ x10 ° 4 1.178 min. *g x10 *— 2.345 min.
E ALB-SO 3 4 MEBENDAZOL
(= 0.8 © 3.5
0.6 37
= 2.5
LSC_2 o 2
(CS) 1.5
0.2+ 1+
0.5
o (o]
T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 0[5 1‘ 1[5 é 2[5 é
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)
":DMRM (1282'1 ->240.1) vDO1_058.d + MRM (296.1 -> 264.1) VDO1_058.d
-'g x10 ,g x10 27
3 5.2 3 ]
o S 0.975
5.1+ 0.95 |
0.925
5 0.9
BCOR2_2 0.875
4.9 — 0.85
0.825
4.8 o8
4.7 - 0.7754 T T T T T T
T T T T T T
o5 1 15 2 =255 3 os 1 1.5 2 25 3
. . . Acquisition Time (min)
Acquisition Time (min)
+ MRM (282.1 -> 240.1) VDO1_059.d + MRM (296.1 -> 264.1) VD0O1_059.d
«
£ x10 T £ x10 1
S 3 9.6 —
o 5.054 S 9.4
5 9.2
4.95 94
8.8
BCOR2_3 4.9 a6
4.85 8.4
8.2
4.8 8
4.75 7.8
T T T T T T
o5 1 15 2 25 3 08 1 a2 2 S
Acquisition Time (min) cquisition Time (min)
.. , ro-
6.2.5. Selectividad del método analitico.

La evaluacion de posibles interferencias del método se muestra en los siguientes

apartados.

6.2.5.1.  Selectividad a lotes de plasma, hemalisis y lipemia.
Los resultados de la selectividad a lotes de plasma, hemolizado y lipémico para

albendazol y sulfoxido de albendazol se muestran en el cuadro 29.
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Cuadro 29. Resultados de selectividad a lotes de plasma de ALB, ALB y MBZ.

% de
Muestra Respuesta | Respuesta | Respuesta | Respuesta | Respuesta ALBSO r:;silgztzl
ALB ALB-SO El ALB (LIC) (LIC) ‘I’_I o
ALB/ALBSO
Lote 1 0.000 0.000 0.000 0.000/0.000
Lote 2 0.000 0.000 0.000 0.000/0.000
Lote 3 0.000 0.000 0.000 0.000/0.000
Lote 4 0.000 0.000 0.000 0.000/0.000
Lote5 0.000 0.000 0.000 0.000/0.000
Lote 6 0.000 0.000 0.000 541.184 3496.110 0.000/0.000
Mezclade | 554 0.000 0.000 0.000/0.000
matriz
:\."‘fesFra 0.000 0.000 0.000 0.000/0.000
ipémica
bl 0.000 0.000 0.000 0.000/0.000
hemolizada

En los siguientes cuadros se presentan los cromatogramas como evidencia de la no
existencia de sefial significativa en los tiempos de retencion de los analitos y del

estandar interno, por lo que se determina que el método fue selectivo.
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Cuadro 30. Cromatogramas de albendazol y mebendazol (E.1.) de la prueba de selectividad a lotes de plasma.

Lote de
plasma

Lote 1

Lote 2

Lote 3

Lote 4

Lote 5

Cromatograma de ALB

+ MRM (266.0 -> 234.1) vDO02_043.d Sm...
£ x101
3 8.5

(&)
8
7.5
7
6.5
6
5.5
5
os 1 15 2 25 3
Acquisition Time (min)

+ MRM (266.0 -> 234.1) VDO0O2_044.d Sm...
x10 1+
8.5

Counts

8
7.5+

74
6.5+

6 —

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (266.0 -= 234.1) vDO0O2_045.d Sm...
x10 1

Counts

a o o
anoaNg®

Cromatograma de MBZ

+ MRM (296.1 -> 264.1) VDO02_043.d
£ x102
3 2
o
1.8
1.6
1.4
1.2
1
0.8
0.6
os 1 15 2 255 3
Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) VD02_044.d
x10 2_]

Counts

1.3
1.2
1.1

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

os 1 15 2 =25 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) VD02_045.d
£ x10 2|
=
o
S 14
0.9+
0.8 —
0.7 —
0.6 —
T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)

+ MRM (266.0 -> 234.1) VDO2_046.d Sm..
x10 1

Counts

o

oo NG

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) VvDO0O2_046.d
x10 27
1.4
1.3
1.2
1.14
1
0.9 —
0.8 —
0.7 —
0.6

Counts

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (266.0 -=> 234.1) vD0O2_047.d Sm...
x10 1
8

Counts

¢ o )
oo 0 NG®

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) VvD0O2_047.d
x10 2
1.4
1.3
1.2
1.1
1
0.9
0.8

Counts

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)




Lote de
plasma

Lote 6

Mezcla de
lotes

Matriz
lipémica

Matriz
hemolizada

Counts *

Cromatograma de ALB

MRM (266.0 -> 234.1) VD02_048.d Sm...
x10 1 |

7.5
7 -
6.5

6

T T T T T
0.5 1 1.5 2 25 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (266.0 -= 234.1) vDO2_049.d Sm...

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

Cromatograma de MBZ

MRM (296.1 -> 264.1) vDO02_048.d
x10 27

Counts *

1.4
1.34
1.2
1.14

14
0.9
0.8

T T
0.5 1 1.5 2 2.5

T
3

Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) VDO2_049.d
x10 2
1.1
1
0.9

E=2)
=
=
S

S

o.8
0.7
0.6
0.5

T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5

T
3

Acquisition Time (min)

+ M

Counts

RM (266.0 -> 234.1) VDO2_050.d Sm...
x10 1

4

( o
mon N

T T
0.5 1

T T T T
1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)

+

MRM (296.1 -> 264.1) VDO2_050.d

x10 2
1
0.95
0.9
0.85
o.8
0.75
0.7
0.65
0.6

£
=
=
I3
[&5)

T T
0.5 1

T T
1.5 2 2.5

Acquisition Time (min)

T
3

+ MRM (266.0 -= 234.1) vDO2_051.d Sm...
x10 1

Counts

7.25
7
6.75
6.5
6.25
6
5.75
5.5
5.25

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

MRM (296.1 -=> 264.1) vDO2_051.d
x10 2

Counts *

-

°c o0 oo
0N % O

1s 2 =25

3
Acquisition Time (min)
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Cuadro 31. Cromatogramas de sulfoxido de albendazol y mebendazol (E.l.) para la prueba de selectividad a

Lote de
plasma

Lote 1

Lote 2

Lote 3

Lote 4

Lote 5

lotes de plasma.

Cromatograma de ALBSO

MRM (282.1 -> 240.1) VDO02_043.d
x10 1

Counts *

5.3
5.2+
5.1

5
4.9 —
4.8 —
4.7

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Cromatograma de MBZ

Acquisition Time (min)

+ MRM (282.1 -=> 240.1) vDO0O2_044.d
x10 1

Counts

5.1

5

4.9

4.8

4.7

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (282.1 -> 240.1) VDO2_045.d
x10 1
5.1
5.05
5
4.95
4.9
4.85
a.8
4.75
4.7

Counts

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) vD02_043.d
£ x102
3 2
(&)
1.8
1.6
1.4
1.2
1
0.8
0.6
T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)
+ MRM (296.1 -= 264.1) VDO2_044.d
£ x1032
S
3
S 1.3
1.2
1.1
1
0.9
o.8
ols 1 15 =2 =258 3
Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -= 264.1) vDO0O2_045.d
x10 2

Counts

1
0.9
0.8
0.7

0.6

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)

MRM (296.1 -> 264.1) VDO2_046.d
x10 27
1.4+
1.3
1.2+
1.1
1
0.9+
0.8
0.7
0.6+

Counts *

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) VvDO0O2_047.d
£ x10 2+

Count

1.4+
1.3+

+ MRM (282.1 -> 240.1) vDO0O2_046.d
£ x101
=
3
5
4.9
4.8
4.7
4.6 T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)
+ MRM (282.1 -> 240.1) vDO2_047.d
£ 101
S “'s
< 5.05
5
4.95
4.9
4.85
4.8
4.75
4.7
ols 1 15 2 =25 3
Acquisition Time (min)

1.2
1.1+

1
0.9
0.8

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)




Lote de
plasma

Lote 6

Mezcla de
lotes

Matriz
lipémica

Matriz
hemolizada

6.2.5.2.

Cromatograma de ALBSO

+ MRM (282.1 -> 240.1) vDO02_048.d

2]
x10 1.182 min.

14 ALB-SO

Counts

0.9+
0.8+
0.7+
0.6+
0.5+

T T
0.5 1 1.5 2

T
2.5 3

Acquisition Time (min)

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)

Cromatograma de MBZ

MRM (296.1 -> 264.1) VD02_048.d
x10 2 |

Counts *

1.4
1.3
1.2
1.1

17

0.9

0.8

T T
0.5 1

T T
1.5 2 25 3
Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) VvDO0O2_049.d
x10 2

Counts

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (282.1 -= 240.1) vDO2_050.d
x10 1

Counts

4.9
4.8

4.7

T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (282.1 -= 240.1) vDO2_051.d
x10 1

Counts

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

T T T T T T
o.5 1 1.5 2 25 3
Acquisition Time (min)

Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -> 264.1) vDO0O2_051.d

£ x1032
S
3
o
1
0.9
0.8
0.7
0.6
T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)

Selectividad a farmacos de uso comun.

El cuadro 32 muestra los resultados de la evaluacion de la selectividad a farmacos de
uso comun para ambos analitos.
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Cuadro 32. Resultados de selectividad a farmacos de uso comin de ALB, ALBSO y MBZ.

Albendazol Sulféxido de albendazol Mebendazol (E.l.)

Muestra Respuesta IRESpUESE Res;/ljesta Respuesta IRESPUESE res;ﬁ)esta Respuesta | Respuesta LIC res:ﬁ’esta
LIC de LIC LIc de LIC deE'_‘I'_C
Cafeina 168.093 18.343 0.000 0.000 | 0.000 0.000
Ac. Salicilico | 97.880 10.681 0.000 0.000 | 0.000 0.000
Naproxeno |107.246 | 916.393 | 11.703 0.000 5148.312 | 0.000 | 0.000 |275773.238| 0.000
Paracetamol | 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000 0.000
Metoclopramida | 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000 0.000

A pesar de que se present0 una sefial en el tiempo de retencién de albendazol en la
evaluacion de la selectividad en presencia de cafeina, &cido salicilico y naproxeno,

ninguna fue significativa ya que son menores al 20% de la respuesta del LIC.

No existio respuesta en ninguno de los farmacos evaluados para sulfoxido de
albendazol y mebendazol, por lo que se considera que el método fue selectivo en

presencia de farmacos de uso comdn.

En los siguientes cuadros se presentan los cromatogramas como evidencia de la no

interferencia de farmacos de uso comun.



Cuadro 33. Cromatogramas de la evaluacion de selectividad a f&rmacos de uso comin de ALB y MBZ.

Muestra

Ac. salicilico

Cafeina

Naproxeno

Paracetamol

Metoclo-
pramida

Albendazol

+ MRM (266.0 -> 234.1) VDO5_034.d Sm..
£ x102
s
3
< 1.3
1.2
1.1
* 2.252 min.
1 ALBENDAZOL
0.9
0.8
T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)
+ MRM (266.0 -> 234.1) VDO5_033.d Sm...
£ x102
=
o
< 1.4
1.2 2.252 min.

ALBENDAZOL

1

0.8

0.6

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

Counts *

MRM (266.0 -> 234.1) VDO5_035.d Sm...
x10 2

1.3
1.2

1.1 * 2252 min.
1 ALBENDAZOL

0.9
0.8
0.7

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

Mebendazol (E.l.)

Counts

+ MRM (296.1 -> 264.1) vDO0O5_034.d

x10 2
1.35
1.3
1.25
1.2
1.15
1.1
1.05
1
0.95

os 1 185 2 25 3
Acquisition Time (min)

+ MRM
x10
1

Counts

1
1

- N >O

(296.1 -> 264.1) VDO5_033.d
2

.8

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

Counts *

MRM (296.1 -= 264.1) vDO5_035.d

x10 2
1.25

1.2
1.15
1.1
1.05
1
0.95

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

Counts *

MRM (266.0 -> 234.1) VDO5_036.d Sm...
x10 2

1.2
1.1

1
0.9
0.8
0.7
0.6

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

Counts *

x10 2

adaa N
DO =NMOONN

[e)e]

MRM (296.1 -> 264.1) VvDO0O5_036.d

os5 1 185 2 25 3

Acquisition Time (min)

Counts *

MRM (266.0 -> 234.1) VDO5_037.d Sm...

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

+ MRM (296.1 -= 264.1) vDO5_037.d

Counts

x10 2

1.2
1.1
1
0.9
0.8
0.7

T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Acquisition Time (min)
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Cuadro 34. Cromatogramas de la evaluacion de la prueba de selectividad a farmacos de uso comun de

Muestra

Ac. salicilico

Cafeina

Naproxeno

Paracetamol

Metoclo-
pramida

ALBSOy MBZ.

Sulféxido de albendazol

MRM (282.1 -> 240.1) VDO5_034.d
x10 1
6.2

Counts *

T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)

+ MRM (282.1 -> 240.1) vD05_033.d
£ x10 !
3 6
(&)
5.8
5.6
54
52
5
4.8
T T T T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3
Acquisition Time (min)

+ MRM (282.1 -> 240.1) VDO5_035.d
£ x10 !
5 6.4
S 6.2
6
5.8
5.6
5.4
5.2
5
a.8
4.6 T T T T T T
0.5 1 1.5 2 25 3
Acquisition Time (min)
+ MRM (282.1 -> 240.1) VDO5_036.d
£ x10’
3 6.4
< 6.2
6
5.8
5.6
5.4
5.2
5
a.8
4.6 T T T T T T
0.5 1 1.5 2 25 3
Acquisition Time (min)
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6.2.6. Efecto matriz.

En el cuadro 35y 36 se presentan los resultados de la evaluacion del efecto matriz.

Cuadro 35. Resultados de la evaluacion del efecto matriz de Albendazol.

Nivel de concentracion | Muestra | Area relativa| EMN | Promedio EMN | D.E. | %C.V.
Lote 1 0.008 1.212
Lote 2 0.008 1.220
Lote 3 0.009 1.253
Lote 4 0.008 1.217
PCB Lote 5 0.009 1.313 1.235 0.035| 2.848
Lote 6 0.008 1.197
Mezcla 0.009 1.258
Lipémico 0.008 1.234
Hemolizado 0.008 1.213
Lote 1 2.199 0.999
Lote 2 2.224 1.011
Lote 3 2.238 1.017
Lote 4 2.238 1.017
PCA Lote 5 2.253 1.024 1.014 0.010| 0.945
Lote 6 2.243 1.019
Mezcla 2.219 1.009
Lipémico 2.260 1.027
Hemolizado 2.204 1.002




Cuadro 36. Resultados de la evaluacion del efecto matriz de sulféxido de albendazol.

Nivel de concentracion | Muestra | Area relativa| EMN | Promedio EMN | D.E. | %C.V.
Lote 1 0.056 0.997
Lote2 0.057 1.009
Lote 3 0.057 1.004
Lote 4 0.057 1.001
PCB Lote 5 0.058 1.032 1.009 0.014 | 1.380
Lote 6 0.058 1.026
Mezcla 0.058 1.020
Lipémico 0.056 0.994
Hemolizado 0.056 0.997
Lote 1 1.686 1.004
Lote 2 1.733 1.032
Lote 3 1.724 1.027
Lote 4 1.741 1.037
PCA Lote 5 1.750 1.042 1.034 0.014 | 1.308
Lote 6 1.767 1.052
Mezcla 1.754 1.045
Lipémico 1.737 1.034
Hemolizado 1.733 1.032

El efecto matriz afectd principalmente a la ionizacion del PCA de albendazol, sin
embargo, esta alteracion es constante y no interfiere en la precision del método ya

que el coeficiente de variacion para el efecto matriz normalizado fue menor al 15%.

6.2.7. Estabilidades.

Los resultados de las pruebas de estabilidad se presentan a continuacion:

6.2.7.1. Estabilidad de la muestra.

Los resultados de las estabilidades de las muestras indican que son estables en las
condiciones y tiempos de almacenamiento ya que el coeficiente de variacion y la
desviacion absoluta son menores al 15% para ambos analitos.



6.2.7.1.1.

Los cuadros 39 y 40 muestran los resultados de la estabilidad para ambos analitos.

Estabilidad a temperatura ambiente.

Cuadro 37. Resultados de estabilidad a temperatura ambiente después de 22.2 horas de albendazol.

Control PCB PCM PCA
(0.6ng/mL) (75ng/mL) (150 ng/mL)

1 0.575 65.796 141.064

2 *0.502 68.774 142.776

3 0.513 66.337 140.990

4 0.523 65.533 149.874

5 0.512 66.838 143.106

Promedio 0.531 66.656 143.562
D.E. 0.030 1.287 3.658
%CV 5.652 1.930 2.548
% Desv. Abs. 11.509 11.125 4.292

* Valor que no cumple con criterio de aceptacion y por lo tanto no es considerado para la estadistica.

Cuadro 38. Resultados de estabilidad a temperatura ambiente durante 22.2 horas de sulféxido de albendazol.

Saiitil PCB PCM PCA
(30 ng/mL) (500ng/mL) (900 ng/mL)

1 28.107 433.908 796.231

2 28.545 435.281 812.385

8 28.765 436.545 803.809

4 28.313 444.061 806.839

5 27.948 439.445 802.126

Promedio 28.283 437.848 804.278
D.E. 0.354 4.030 5.956
%CV 1.252 0.920 0.741
% Desv. Abs. 5.723 12.430 10.636

6.2.7.1.2. Estabilidad en el automuestreador.
Los cuadros 41y 42 presentan los resultados para la estabilidad en el automuestreador

evaluada después de 22.2 h a 4°C.



Cuadro 39. Resultados de estabilidad en el automuestreador tras 22.2h a 4°C de albendazol.

comel] | PER (istngmL) (75.o§§n“§/m L) (150.02(? /r?g/m L)

1 0.519 70.690 143 817

2 0.514 71.785 143.423

3 0.516 66.593 142.387

4 0.558 71.007 141374

5 0.522 71.737 144381

Promedio 0.526 70.362 143076
D.E. 0.018 2.159 1.198
%CV 3.501 3.068 0.838
% Desv. Abs. 12.365 6.625 4616

Cuadro 40. Resultados de estabilidad en el automuestreador tras 22.2 h a 4°C de sulféxido de albendazol.

Control PCB PCM PCA
(30.000ng/mL) | (500.000ng/mL) (900.000ng/mL)

1 28.513 497.022 855.536

2 28.147 466.427 848.500

3 29.411 471.950 812.218

4 27.875 468.522 854.595

5 28.134 483.774 852.320

Promedio 28.416 477.539 844.634
D. E. 0.601 12.791 18.323
%CV 2.114 2.679 2.169
% Desv. Abs. 5.279 4.492 6.152

6.2.7.1.3. Estabilidad a largo plazo.
Los cuadros 43 y 44 presentan los resultados de la estabilidad a largo plazo de los

analitos, evaluada después de 56 dias de almacenamiento en congelacion.



Cuadro 41. Resultados de la evaluacion de la estabilidad a largo plazo para albendazol tras 56 dias de
almacenamiento en congelacion.

Control PCB PCM PCA
(0.600ng/mL) | (75.000ng/mL) [ (150.000 ng/mL)

1 0.650 84.249 167.128

2 0.645 82.812 167.308

3 *1.098 81.779 169.505

4 0.682 82.111 *72.388

5 0.672 82.091 167.223

Promedio 0.662 82.608 167.791
D.E. 0.018 0.992 1.145
%CV 2.683 1.201 0.682
% Desv. Abs. 10.409 10.144 11.861

*Resultados que no cumplen con criterios de aceptacion y no son considerados para la estadistica.

Cuadro 42. . Resultados de la evaluacion de la estabilidad a largo plazo para sulféxido de albendazol tras
56 dias de almacenamiento en congelacion.

Control PCB PCM PCA
(30.000ng/mL) | (500.000ng/mL) | (900.000ng/mL)

1 30.506 486.535 878.768

2 29.903 493.202 854.329

8 30.565 489.739 888.373

4 31.540 484.645 1025.476

5 30.132 493.233 875.577

Promedio 30.529 489.471 904.504
D.E. 0.627 3.875 68.759
%CV 2.054 0.792 7.602
% Desv. Abs. 1.764 2.106 0.500




6.2.7.1.4.

En los cuadros 45 y 46 se muestran los resultados de la evaluacion de la estabilidad

Estabilidad de la muestra procesada.

de la muestra procesada después de 5.9 h almacenamiento en refrigeracion.

Cuadro 43. Resultados de la estabilidad de la muestra procesada tras 5.9 h de almacenamiento en

refrigeracién de albendazol.

Control PCB PCM PCA
(0.600ng/mL) | (75.000ng/mL) | (150.000ng/mL)
1 0.626 81.686 150.550
2 0.607 76.744 151.127
3 0.607 80.161 153.849
4 0.544 80.544 154,903
5 0.596 75.650 153.256
Promedio 0.596 78.957 152.737
D. E. 0.031 2.610 1.842
%CV 5.165 3.306 1.206
v 0.665 5.276 1.825

Cuadro 44. Resultados de la estabilidad de la muestra procesada tras 5.9 h de almacenamiento en

refrigeracién de sulfoxido de albendazol.

S PCB PCM PCA
(30.000ng/mL) | (500.000ng/mL) | (900.000ng/mL)

1 28.947 476.333 852.477

2 28.999 477.607 844.396

3 29.446 478.148 845.071

4 29.177 461.156 895.600

5 28.924 483.722 860.376

Promedio 29.099 475.393 859.584
D.E. 0.218 8.448 21.152
%CV 0.750 1.777 2.461
%Atf)e:"' 3.005 4.921 4.491




6.2.7.1.5. Estabilidad de

descongelacion.

la muestra a ciclos de congelacion-

En los siguientes cuadros se presentan los resultados de la evaluacion de la estabilidad

de los analitos después de 3 ciclos de congelacion-descongelacion.

Cuadro 45. Resultados de la evaluacion de estabilidad a ciclos de congelacion y descongelacion de

albendazol

Control PCB PCM PCA
(0.600ng/mL) | (75.000ng/mL) | (150.000ng/mL)

1 0.599 75.265 146.394

2 0.575 77.917 148.867

3 0.567 74.360 151.866

4 0.571 70.940 147.805

5 0.598 73.155 148.606

Promedio 0.582 74.328 148.708

D. E. 0.015 2.579 2.011

%CV 2.602 3.470 1.352

% Desv. Abs. 3.005 0.896 0.862

de albendazol

Cuadro 46. Resultados de la evaluacion de estabilidad a ciclos de congelacién y descongelacién de sulfoxido

S PCB PCM PCA
(30.000ng/mL) | (500.000ng/mL) | (900.000ng/mL)
1 27.011 432.054 *752.734
2 27.491 440.287 775.999
3 27.539 440.250 787.166
4 27.810 430.872 779.949
5 26.941 427.268 768.577
Promedio 27.359 434.146 777.923
D E. 0.370 5.860 7.758
%CV 1.354 1.350 0.997
7 DB, 6.773 13171 13.564
Abs.




6.2.7.1.6. Estabilidad de la muestra evaporada.
Los cuadros 49 y 50 muestran los resultados de la estabilidad de la muestra

evaporada, evaluada después de 5.8 h de almacenamiento en refrigeracion.

Cuadro 47. Resultados de la estabilidad de la muestra evaporada tras 5.8h de almacenamiento en
refrigeracién de albendazol

Control PCB PCM PCA
(0.600ng/mL) | (75.000ng/mL) | (150.000ng/mL)

1 0.583 76.098 140.527

2 0.552 77.194 156.655

3 0.579 75.976 141.651

4 0.563 75.629 145.922

5 0.540 72.980 150.643

Promedio 0.564 75.575 147.080
D. E. 0.018 1.565 6.673
%CV 3.223 2.071 4.537
9% Desv. Abs. 6.067 0.767 1.947

Cuadro 48. Resultados de la estabilidad de la muestra evaporada tras 5.8h de almacenamiento en
refrigeracién de sulféxido de albendazol.

Control PCB PCM PCA
(30.000ng/mL) | (500.000ng/mL) | (900.000ng/mL)

1 29.523 487.049 894.497

2 29.050 492.566 914.533

3 29.069 484.568 873.060

4 29.190 475.530 853.323

5 29.388 471.990 898.100

Promedio 29.244 482.340 886.703
D.E. 0.206 8.444 23.799
%CV 0.704 1.751 2.684
% Desv. Abs. 2.520 3.352 1.478




6.2.7.2.  Estabilidad de las soluciones.
Los resultados de las estabilidades evaluadas para las soluciones se presentan en los
siguientes cuadros. Los coeficientes de variacién y la desviacién absoluta son
menores al 10%, por lo que se considera que las soluciones son estables en las

condiciones almacenadas.

6.2.7.2.1. Estabilidad de las soluciones madre
Los cuadros que se muestran a continuacion presentan los resultados de la evaluacion

de la estabilidad de las soluciones madre de los analitos y el estdndar interno.

Cuadro 49. Estabilidad de la solucion madre de ALB en refrigeracion después de 41dias.

Muestra Referencia Solucion prueba
1 3.722 3.703
2 3.750 3.735
3 3.685 3.751
4 3.759 3.719
5 3.767 3.818
Promedio 3.737 3.745
D.E. 0.034 0.045
%C.V. 0.900 0.012
% Desv. Abs. 0.234




Cuadro 50. Estabilidad de la solucion madre de ALBSO en congelacion después de 53 dias.

Muestra Referencia Solucién prueba
1 0.754 0.765
2 0.752 0.765
3 0.747 0.743
4 0.752 0.759
5 0.743 0.769
Promedio 0.750 0.760
D.E. 0.004 0.010
%C.V. 0.597 1.349
% Desv. Abs. 1.414

Cuadro 51. Estabilidad de la solucién madre de mebendazol en refrigeracion evaluada después de 41 dias
de almacenamiento respecto a albendazol.

Muestra Referencia Solucién prueba
1 3.722 3.452
2 3.750 3.488
g 3.685 3.495
4 3.759 3.485
5 3.767 3.500
Promedio 3.737 3.484
D.E. 0.034 0.019
%C.V. 0.900 0.538
% Desv. Abs. 6.756




Cuadro 52. Estabilidad de la solucién madre de mebendazol en refrigeracion evaluada después de 41 dias
de almacenamiento respecto a sulféxido de albendazol.

Muestra Referencia Solucién prueba
1 3.405 3.526
2 3.519 3.560
3 3.479 3.570
4 3.467 3.575
5 3.455 3.541
Promedio 3.465 3.554
D.E. 0.042 0.020
%C.V. 1.200 0.572
% Desv. Abs. 2.585

6.2.7.2.2. Estabilidad de las soluciones de trabajo.
Los siguientes cuadros muestran los resultados de la evaluacion de las estabilidades

de las soluciones de trabajo de los analitos y el estandar interno.

Cuadro 53. Resultados de estabilidad de la solucion de trabajo de albendazol evaluada después de 35 dias
de almacenamiento en congelacién

Muestra | Referencia | Solucién prueba
1 3.722 3.941
2 3.750 3.875
3 3.685 3.859
4 3.759 3.903
5 3.767 3.880
Promedio 3.737 3.891
D.E. 0.034 0.032
%C.V. 0.900 0.008
% Desv. Abs. 4.144




Cuadro 54. Resultados de estabilidad de la solucién de trabajo de sulfoxido de albendazol evaluada después
de 35 dias de almacenamiento en congelacion

Muestra | Referencia | Solucién prueba
1 3.405 3.791
2 3.519 3.818
3 3.479 3.780
4 3.467 3.808
5 3.455 3.805
Promedio 3.465 3.801
D.E. 0.042 0.015
%C.V. 1.200 0.396
% Desv. Abs. 9.694

Cuadro 55. Resultados de estabilidad de la solucion de trabajo de mebendazol respecto a albendazol
evaluada después de 5 dias de almacenamiento en congelacion.

Muestra | Referencia | Solucién prueba
1 1.133 1.068
2 1.115 1.063
3 1.117 1.076
4 1.123 1.075
5 1.114 1.087
Promedio 1.120 1.074
D.E. 0.008 0.009
%C.V. 0.684 0.008
% Desv. Abs. 4.155




Cuadro 56. Resultados de estabilidad de la solucion de trabajo de mebendazol respecto a sulféxido de
albendazol evaluada después de 5 dias de almacenamiento en congelacion.

Muestra | Referencia | Solucién prueba
1 0.956 1.002
2 0.959 1.030
3 0.962 1.010
4 0.966 1.027
5 0.953 1.039
Promedio 0.959 1.022
D.E. 0.005 0.015
%C.V. 0.524 1.486
% Desv. Abs. 6.485

7. CONCLUSIONES.

Se desarroll6 un método analitico para la cuantificacion simultanea de albendazol y
sulfoxido de albendazol en plasma por UHPLC acoplado a espectrometria de masas-
masas. Este método analitico es confiable al evaluar los pardmetros establecidos en
laNOM-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 las

pruebas de biocomparabilidad.

El método propuesto ademas de tener similitudes con otros y ser confiable para la
cuantificacion de ambos analitos, tiene una técnica de extraccion sencilla, requiere un
volumen de muestra pequefio y el tiempo de corrida es medianamente corto, lo que

representa ventajas en el costo y tiempo del analisis.



La validacién demostrd que el método es lineal, preciso, exacto y selectivo en los
rangos de concentracion establecidos para cada analito ya que se cumplieron con los
criterios de aceptacion de cada pardmetro. Se determinaron las estabilidades de las
soluciones y de la muestra en las diferentes condiciones de almacenamiento
evaluadas, garantizando la integridad de la cuantificacion de los analitos, tanto en
solucion como en la matriz bioldgica durante todo el proceso de anélisis. EI método
fue tolerante al cambio de temperatura del horno de la columna de 30°C a 35°C, lo
que indica mayor confiabilidad ante la posibilidad de pequefias variaciones de

temperatura durante el analisis.

Con lo anterior descrito, se determin6 que el método para la extraccion y
cuantificacion de ambos analitos es confiable y, por tanto, puede ser utilizado en un
estudio de bioequivalencia en sujetos de investigacién administrando 400mg de

albendazol.
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