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1.

INTRODUCCION

La dexametasona (DEX) es un analogo sintético del cortisol, cominmente utilizado en
los siguientes tratamientos: edema cerebral secundario a tumores, neurocirugia,
abscesos, asma grave aguda y estados alérgicos graves 0 incapacitantes,
enfermedades dermatoldgicas agudas graves, enfermedades autoinmunes, artritis
reumatoide activa y en la profilaxis y tratamiento de las nauseas y los vomitos
inducidos por citostaticos dentro del ambito de regimenes antiemético (D.R.Consejo
de Salubridad General. Comision, 2017).

En diciembre del 2019, surgié la emergencia sanitaria del COVID-19, y tras varios
ensayos clinicos con corticosteroides en personas con COVID-19, se concluy6 que la
dexametasona (DEX) en dosis de 6 mg al dia durante 10 dias es la mejor terapia para
tratar casos donde la enfermedad es severa, reduciendo el riesgo de mortalidad en un
tercio para los pacientes con respiradores y una quinta parte para los pacientes con
oxigeno (Noreen et al., 2021).

En el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Autbnoma
de México (UNAM), se ha demostrado que la DEX administrada por via intranasal,
alcanza el sistema nervioso central a través de nervio olfatorio reduciendo la
neuroinflamacion de forma mas efectiva que cuando se aplica por via intravenosa
(Pérez-Osorio et al., 2021).

Adicionalmente, los estudios de biodistribucion indicaron que la DEX se puede
detectar tanto en sistema nervioso central como en el sistema respiratorio, por lo que
se cuenta con un protocolo para llevar a cabo un estudio clinico para comparar la
administracion de DEX por via intranasal versus intravenosa en pacientes con formas
moderadas y severas de COVID-19 (Cardenas et al., 2022).

Derivado de estos resultados se ha considerado que esta nueva via de administracion
podria ser una alternativa para su uso en la clinica, lo que requiere de estudios de
biodisponibilidad y farmacocinética clinica que permita conocer las concentraciones

plasmaticas al utilizar esta via.



2. ANTECEDENTES

2.1 Neuroinflamacion

Se define a la neuroinflamacién como una respuesta inflamatoria dentro del cerebro o
la medula espinal, la cual puede ser causada por varias situaciones patolégicas como
infecciones, trauma, isquemia y toxinas. Los elementos clave de la respuesta
inflamatoria en el sistema nervioso central responden a un patron claramente definido.
Existen diferentes mediadores de la inflamacién entre los que se encuentran la
produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-18, IL-6, IL-18, el factor de necrosis
tumoral (NTF), las quimioquinas como el ligando de quimioquina 1 (CCL1, CCL5) y el
ligando de quimioquina 1 (CXCL1), mensajeros moleculares como las
prostaglandinas, las células inmunes innatas de la microglia y los astrocitos,
principalmente. También las células endoteliales capilares y las células sanguineas
infiltrantes contribuyen en la neuroinflamacion, especialmente cuando existen dafios
biogquimicos o mecanicos en la barrera hematoenceféalica. La liberacion de moléculas
proinflamatorias puede generar disfuncion sinaptica, muerte neuronal e inhibicion de
la neurogénesis (DiSabato et al., 2016; Heneka et al., 2014; Leng & Edison, 2021).

La neuroinflamacion es una caracteristica comun en distintas enfermedades
neurologicas y en muchas de estas patologias estan claramente asociada con la
patogénesis. Sin embargo, la mayoria de las veces la neuroinflamacion se trata
cuando esta ya es una respuesta exacerbada (Kwon & Koh, 2020).

Los principales farmacos aprobados para el tratamiento de la neuroinflamacion
incluyen a los glucocorticoides, entre ellos, la dexametasona, prednisolona,

metilprednisolona-e hidrocortisona (Mehta et al., 2022).

2.2 Glucocorticoides
Los glucocorticoides son hormonas suprarrenales enddgenas y existen varios
derivados sintéticos de estos, los cuales son frecuentemente usados para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias. La mayoria de las actividades fisiol6gicas
y celulares de los glucocorticoides son mediadas por el receptor de glucocorticoides,
el cual es miembro de la superfamilia de receptores nucleares de factores de

transcripcion activados por ligando (Oakley & Cidlowski, 2013). Los glucocorticoides
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modulan la diferenciacion, supervivencia y funcion de los leucocitos. Debido a su rol
fundamental, la administracion de glucocorticoides puede afectar de forma positiva en
la susceptibilidad y progresion de enfermedades inflamatorias (Schweingruber et al.,
2012). Los glucocorticoides son la primera clase de mediadores antiinflamatorios
enddgenos que se han utilizado con éxito con fines terapéuticos; budesonida y
beclometasona son ampliamente utilizados para el tratamiento del asma, la
prednisolona se usa para la artritis reumatoide y otras enfermedades autoinmunes, en
tanto la mometasona y la hidrocortisona se usan para el eczema y la psoriasis
(Safavynia & Goldstein, 2019).

Estos medicamentos se encuentran en presentacion oral o intravenosa, por lo cual
alcanzan una baja concentracion a nivel cerebral, por lo que se emplean dosis altas
para alcanzar niveles terapéuticos, generando efectos secundarios (Schweingruber
etal.,, 2012). Uno de los glucocorticoides mas extensamente usados es la
dexametasona (R. Yang & Yu, 2021).

2.3 Dexametasona
La dexametasona es un corticosteroide adrenal sintético, con potentes propiedades
antiinflamatorias e inmunosupresoras y baja actividad mineralocorticoide. Ademas de
unirse a receptores de esteroides nucleares especificos, la DEX, inhibe la activacién
del factor nuclear-kB (NF-kB) y las vias apoptoticas (National Cancer Institute, 2022).

2.3.1 Propiedades fisicoquimicas
En la figura 1 se presenta la estructura molecular de la dexametasona y en la tabla 1

se resumen sus propiedades fisicoquimicas.
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Figura 1. Estructura de la dexametasona (DrugBank, 2022)

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la Dexametasona (DrugBank, 2022).

| Propiedad Valor
Peso molecular 392.5 g/mol
Descripcion fisica Polvo cristalino inodoro de color blanco
Solubilidad en agua (25 °C) 0.05 -1 mg/mL
Solubilidad Acetona, etanol, cloroformo
Log P 1.68-1.93
Log S -3.64 --3.9
Punto de fusién 260 — 264 °C
pKa -3.3y 12.42

2.3.2 Mecanismo de accion

La union de los corticosteroides al receptor de glucocorticoides regula cambios en la
expresion génica que producen mdltiples efectos, entre los cuales se encuentran la
inhibiciébn de la apoptosis, desmarginacion de los neutrofilos, promoviendo la
liberacion de los neutréfilos medulares y prolongando la vida media de los circulantes,
inhibicion de la fosfolipasa A2, disminuyendo la formacion de derivados del acido
araquiddnico; inhibicion del factor nuclear-kB y otros factores de transcripcion
inflamatorios y la promocioén de genes antinflamatorios como la interleucina-10. A
bajas dosis los corticosteroides proveen de un efecto antiinflamatorio, mientras que a
dosis altas son inmunosupresores (Ramamoorthy & Cidlowski, 2016; Swartz & Dluhy,
1978).
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2.3.3 Farmacocinética
La DEX se absorbe rapidamente después de una administracion oral, sin embargo, su
biodisponibilidad es menor por esta via que por la via intramuscular y ésta es menor
gue la via intravenosa. Las concentraciones plasmaticas maximas se obtienen entre
1.6 a 2.0 h después de la administracion, independientemente de la via de
administracion, con excepcion de la intravenosa (Loew, 1986). La biodisponibilidad
oral es de un 70 a 78% en voluntarios sanos (Spoorenberg, 2014). Una vez en que
alcanza la circulacion sistémica, la dexametasona tiene una unién a proteinas del
77%. Se ha demostrado que el metabolismo de dexametasona se lleva a cabo en
microsomas hepéaticos formando productos hidroxilados y de cadena lateral escindida.
Los productos de cadena lateral escindida son la 9a-fluoro-androsta-1,4-diona-11p3-
hidroxi-16a-metil-3,17-diona (9a-F-A) y la 6-hidroxi-9a-fluoro-androsta-1,4-diona-11p3-
hidroxi-16a-metil-3,17-diona (6-OH, 9a-F-A); Existen 2 principales productos de 6
hidroxilacion (a y B), siendo el 6B-hidroximetasona el metabolito mayoritario. Se ha
demostrado que la formacion de estos metabolitos (figura 2) esté correlacionada con
los niveles de CYP3A4 y que la formacion de cada metabolito esta altamente
correlacionada con el otro. Los valores de Km son similares pero presentan diferentes
valores de Vmax, por lo que es posible que ambos epimeros sean productos de un

intermediario enzima-sustrato comun (Gentile et al., 2015).
OH

DEXAMETASONA CH

HO *Lwion "CH3
17,20-Liasa
~-||ICH3
9a-F-A
CYP3A4

OH
6a-OH dexametasona 6B-OH dexametasona 6-OH, 9a-F-A
Figura 2. Metabolismo de dexametasona (Gentile et al., 2015).
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Para la via intravenosa la concentracion interpolada a tiempo 0 h después de la
administracion de una dosis de 4 mg, fue de aproximadamente 95 ng/mL y para una
dosis de 20 mg por la via oral el valor de Cmax fue de 245 ng/mL (Food and Drug
Administration (FDA), 2019; Spoorenberg et al., 2014).

Los corticosteroides se eliminan predominantemente por la via hepatica siendo el
10%.

aproximadamente 4h (Tabla 2) y se considera que la eliminacion es rapida, ya que la

aclaramiento renal menor al La vida media de eliminacibn es de

concentracion después de 24 h es menor la décima parte del Cmax (Czock et al., 2005;
Food and Drug Administration, 2019).

Tabla 2. ParAmetros farmacocinéticos de dexametasonavia oral, intravenosa e intramuscular
Loew et al., 1986; Spoorenberg et al., 2014

(Spoor‘;gkl’i;g etal, (Loew et al., 1986)
3.0 mg
6 mg oral 4mglVv 0.75mg | 1.5 mgoral intramuscular

(n=15) (n=15) - oral (n=3) (n=10) (n=10)
AUC (0, t) (ug*h/L) - - 58+11 69+11 113+38 33150
AUC (0, °°) (ug*h/L) 774 626 - - - -
t12 (h) 6.9 9 52+3.0 48+39 6.6+4.3 42+1.2
Volumen de distribucién (L/kg) 1.09 0.94 - - - -
Tiempo de residencia medio (h) 12.4 10.3 7+£23 7.2+3.8 9.1+4.0 7.1+14
Aclaramiento (L/h) 7.7 6.4 10+2.3 123+35 | 15.6+4.9 99+14

Nota: En el articulo de Spoorenberg et a., Todos los datos se enumeran como mediana con
rango intercuartilico.

2.4 Presentaciones farmacéuticas en el mercado y usos terapéuticos aprobados

En la tabla 3 se presentan las diversas formas farmacéuticas disponibles y los usos
terapéuticos aprobados para la DEX. En ella se puede observar que este
corticosteroide es utilizado en una gran variedad de enfermedades, por sus efectos
antiinflamatorios e inmunosupresores. Aunado a lo anterior, se encuentra también en
diferentes presentaciones farmacéuticas para su uso por via enteral o parenteral. En
el caso de la presentacion oftalmica se encuentra indicada para aquellos casos donde
el proceso inflamatorio ocular es severo (D.R.Consejo de Salubridad General.
Comision, 2017).
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En el caso de cuadros de neuroinflamacion, la dosis inicial recomendada por via
intravenosa es de 8 mg, seguido de 4 mg via intramuscular cada 6 horas hasta la
remision de los sintomas de edema. En el caso de la neurocisticercosis subaracnoidea
con inflamacién, la dosis es de 8 mg cada 8 horas hasta la disminucién de la
inflamacion, mientras que, en neurocisticercosis quistica gigante, la dosis
recomendada de dexametasona es de 0.5 mg/kg/dia dividido en tres dosis durante al
menos 14 dias (Nash et al., 2011).
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Tabla 3. Presentaciones farmacéuticas y usos terapéuticos (D.R.Consejo de Salubridad
General. Comisién, 2017).

Forma farmacéutica Indicaciones Via de administracion y Dosis

Oral. Adultos inicial: 0.25 a 4 mg/dia, cada 8 h.
Mantenimiento: 0.5 a 1.5 mg/dia, cada 8 h.
Nifios: 0.2 a 0.3 mg/kg de peso corporal/dia,

Enfermedades alérgicas,
inflamatorias, enfermedad de
Addison y asma bronquial.

Tableta, cada tableta
tiene 0.5 mg de DEX.

cada 8 h.
Sol. inyectable, cada . . .
, Anemia y trombocitopenia

frasco o ampula . .

. L. autoinmunes, leucemia, Intravenosa/Intramuscular. Adultos: 4 a 20
contiene: Fosfato sédico ) , , . .

linfoma, sindrome de mg/dia en dosis mayores fraccionar cada 6 a 8 h.

de dexametasona . A ,

. coagulacién intravascular, Dosis maxima: 80 mg/dia.
equivalente a 8 mg de edema cerebral
fosfato de DEX. )
Sol. Oftalmica, cada 100 Uveitis, iridociclitis,
mL contiene 0.1 g de| fendmenos inflamatorios en Oftalmica. Una a dos gotas, 4-6 veces al dia.
fosfato de DEX. parpados y conjuntivas.
Implante intraocular Uveitis no infecciosa que
(intravitrea), cada g . Oftdlmica intravitrea. Adultos: 0.7 mg de
. . afecta el segmento posterior i
implante contiene 700 ug . dexametasona por ojo.
de DEX del ojo.

Solucién inyectable, cada
frasco o  ampolleta
contiene fosfato sddico
de dexametasona
equivalente a 8 mg de
fosfato de DEX.

Intravenosa, intramuscular, intraarticular o
intralesional. Adultos: de 0.5 a 16 mg diarios por
via intramuscular o intravenosa.
Procesos inflamatorios graves
como: Artritis reumatoide,

bursitis, espondilitis
anquilosante, lupus
eritematoso sistémico, Oral. Adultos: 0.25 a 4 mg/dia cada 8 h, se
osteoartritis, sinovitis. disminuye dosis hasta alcanzar el efecto
terapéutico. Dosis de sostén de 0.5 a 1.5 mg/dia,
cada 8 h. Nifios: 0.2 a 0.3 mg/kg de peso
corporal al dia, cada 8 h.

Tableta, cada tableta
tiene 0.5 mg de DEX.

2.5 Uso de |la DEX para COVID-19
En diciembre del 2019, una nueva enfermedad similar a la neumonia surgié en Wuhan
China. Algunos de los sintomas que los pacientes infectados con el nuevo coronavirus

(SARS-CoV-2) mostraron fue tos seca, fiebre y disnea con afectacion del tracto
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respiratorio inferior. La pandemia de COVID-19 se considera la crisis de salud publica
mas grave desde el brote de influenza en 1918 (Pal etal.,, 2020). El tiempo de
incubacion del virus va de 3-7 dias, pero puede ser de hasta 14 en algunos casos. Los
principales hallazgos de laboratorio incluyen un incremento de glébulos blancos con
linfopenia, proteina C reactiva elevada, ferritina y dimeros-D elevados, posteriormente
una respuesta inmunitaria desregulada conduce a una liberacion exacerbada de
citocinas (como IL-1, IL-6 y NTF-a) y una lesiéon pulmonar mediada por el sistema
inmune, como factor patogénico critico en la progresion de la enfermedad o sindrome
de dificultad respiratoria del adulto (Pedersen & Ho, 2020). Por su alta potencia
antinflamatoria, la dexametasona fue considerada para ser utilizada en estudios
clinicos para evaluar su eficacia para el tratamiento del COVID-19 (Ahmed & Hassan,
2020). Actualmente, se considera el estandar de tratamiento farmacol6gico en
pacientes hospitalizados por infeccion confirmada por SARS-CoV-2 o con sospecha
clinica de COVID-19, que requieran de oxigenacion suplementaria o estén en
ventilacion mecanica (Ahmed & Hassan, 2020). Para el tratamiento de COVID-19, la
dosis en adultos es de 6 mg una vez al dia hasta 10 dias, de acuerdo con los signos

clinicos del paciente.

2.6 Administracién de DEX por via nasal

Los glucocorticoides son poderosos medicamentos inmunosupresores Yy
antiinflamatorios. Sin embargo, la mayoria de los glucocorticoides disponibles en el
mercado vienen en presentacion oral o intravenosa, por lo que tienen una baja
eficiencia de focalizacion cerebral (Oray et al., 2016). Una alternativa novedosa para
abordar este desafio, es la administracion intranasal (IN), ya que esta ruta puede
transportar glucocorticoides (GC) directamente al sistema nervioso central a través del
nervio oftalmico y trigémino pasando por alto la barrera hematoencefalica (Ahmed &
Hassan, 2020).

Estudios previos han demostrado la eficacia de la DEX por via intranasal en modelos
animales, por lo que es necesario realizar estudios de biodisponibilidad y
farmacocinética clinica en humanos al utilizar esta nueva via de administracion

(Cardenas et al., 2022). Para llevar a cabo estos estudios, se requiere contar con un
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meétodo analitico que sea sensible, selectivo y reproducible, para la cuantificacion de
DEX en plasma. Se han reportado algunos métodos de cuantificacion, empleando

tanto detector de UV como detector de masas, los cuales se resumen en la tabla 4.
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Tabla 4. Métodos analiticos cromatograficos reportados para la cuantificacion de dexametasona (Chen et al., 2002; Harahap et al., 2009;
Hempen et al., 2012; Razzaq et al., 2017; Song et al., 2004; Y. Yang et al., 2008).

Acetonitrilo (ACN) — 10 mM fosfato

Extraccion liquido —

(. 10-200 .
(Song et al., 2004). Plasma humano -1.5 mL C-18 de sodio dibasico (32:72, v/v, pH liguido (acetato de uv
. ng/mL :
7.0) =1 mL/min etilo)
Soluciéon amortiguadora de Extraccion liquido-
(Harahap et al., 2009). | Plasma de humano -1 mL C-18 fosf:?\tc?s 10 mM pH 7.0: 1-100 liquido (dietil eter: uv
Acetonitrilo (71:29, v/v) — 1.5 ng/mL .
. diclorometano (6:4)
mL/min
Precipitacion de
Solucion amortiguadora de 51.357 proteinas (Solucién
(Razzaq et al., 2017). Suero humano - 250 uL C-8 fosfatos 0.02 M pH 3 y metanol .n /mL amortiguadora de uv
42:58 v/v—1.5 mL/min & fosfatos:metanol
42:58)
. o Extraccion liquido -
. 0, -
(Chen et al., 2002) Plasma humano - 500 pL C-18 ACN: 0(;5/0 Zgiﬁvf)o_rg‘ir,c?nin agua 0.2n5(;m?_50 liquido (Metil Masas
' ' 8 terbutil éter (MTB)).
Precipitacion
Metanol (MeOH): acido férmico 1.18-23.5 proteinas (ACN) y
(Hempen etal,, 2012) Plasma humano - 1 mL 18 0.1 % (Gradiente de flujo) ng/mL extraccion en fase Masas
solida (Cartucho C18)
Precipitacion (100 uL
de MeOH +1 mL
. isopropanol) y
A .5% pH 8.5: ACN -
(Y. Yang et al., 2008) Plasma humano - 200 uL C-8 mor.naco 0.5% p 8.5:AC 5-500 extraccion liquido- Masas
(gradiente de flujo) a 1.5 mL ng/mL -
liqguido
(éter:diclorometano
60:40)
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2.7 Validacion de métodos

Los estudios de farmacocinética, biodisponibilidad y monitoreo terapéutico requieren

gue los métodos estén validados. La validacion es la evidencia documentada de que

un sistema o proceso cumple con los criterios establecidos, replicando asi resultados

consistentes y asegurando asi el objetivo con el que fue desarrollado. Existen varias

guias que establecen los criterios y requisitos para la validacion de métodos analiticos

a ser utilizados en estudios de biodisponibilidad o farmacocinética. En México los

criterios estan descritos en el apartado 9 de la Norma Oficial Mexicana NOM-177-

SSA1-2013, mientras que la FDA de Estados Unidos de Norteamérica y la union

Europea EMA cuentan con guias especificas para la validacion de métodos analiticos

en fluidos biologicos. En la tabla 5 se presentan los criterios de aceptacion de las

guias antes mencionadas.

Tabla 5. Comparacion de los criterios para la validacion entre NOM-177 y las guias de la FDA y

EMA.

Parametro

NOM 177-SSA1-2013

FDA

EMA

Selectividad Demostrar la
no interferencia de
compuestos endogenos de

Se evallan 6 unidades distintas.
La respuesta analitica debe ser menor al 20% para el limite inferior
de cuantificacion del analito (LIC) y del 5% para el estandar interno

la matriz biolégica. (ED).

La respuesta
Especificidad Demostrar analitica  debe
la no interferencia de ser menor al
moléculas de reaccion | N/A 20% para el N/A
cruzada, medicamentos limite inferior de
concomitantes, especies cuantificacion

biotransformadas.

del analito y del
5% para el El.

Acarreo Demostrar la no
interferencia de
inyecciones anteriores en
las muestras.

Se evalian 3 inyecciones
de una misma muestra
blanco, siendo una antes y
dos después de una
inyeccion del limite superior
de cuantificacion (LSC). La
respuesta debe ser menor
al 20% del LIC para el
analito y del 5% para el El.

Asegurar que no
haya acarreo, en
caso de haber no
debe exceder el
20% del LIC.

Asegurar que no
haya acarreo, en
caso de haber no
debe exceder el
20% del LIC, y del
5% para el EI.

N/A=No aplica
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Tabla 5. Comparacion de los criterios para la validacion entre NOM-177 y las guias de la FDA y

EMA, continuacion.

Parametro NOM 177-SSA1-2013 FDA EMA
Debe ser al
Debe ser al menos
menos 5 veces la
. . 5 veces la
Limite Inferior de respuesta de un
Cuantificacion respuesta de un blanco debe
Se determina con el 5% | blanco. Por y

(Sensibilidad) Es el punto
mas bajo de la curva de
calibracion.

adaptarse a los

del Cmax reportado chtt:ti (chs(:)?esiéi objetivos del
0. Ej. 5%
(CV%) no debe estudio. Ej. 5%
del Cmax
exceder = 20%.
reportado.

Curva de calibracién

Debe estar compuesta por un blanco, muestra cero y al menos 6
concentraciones. La relacion concentracién-respuesta debe
ajustarse al modelo mateméatico mas sencillo. La concentracion
recuperada de la curva de calibracion debe estar dentro del 15%
de la concentracion nominal en cada nivel de concentracion,
excepto para el limite inferior de cuantificacion, ya que puede ser
menor o igual que el 20%. Al menos el 75% de las
concentraciones de la curva de calibracion con un minimo de 6
puntos deben cumplir con este criterio.

Para la NOM-177 y EMA, se evalian al menos 3 curvas de
calibracion y del total de las curvas evaluadas, al menos el 50%
de cada nivel de concentraciéon debe cumplir con el criterio del
15% de la concentracién nominal y 20% para el limite inferior de
cuantificacion. Para la FDA se corre una curva cada corrida
analitica.

Estabilidad Para evaluar en
automuestreador, corto
plazo, ciclos de
congelacion/descongelacion,
estabilidad a largo plazo.

Se evaltan por triplicado las concentraciones de la muestra
control baja (MCB) y muestra control alta (MCA). La concentraciéon
promedio de cada nivel debe estar dentro del 15% de la
concentracién nominal.
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Tabla 5. Comparacion de los criterios para la validacion entre NOM-177 y las guias de la FDA y
EMA, continuacién.

Parametro

NOM 177-SSA1-2013

FDA

EMA

Precision
(Repetibilidad)

Analizar en un mismo dia por
quintuplicado, limite inferior
de cuantificacion  (LIC),
muestra control baja (MCB),
muestra  control media
(MCM) y muestra control alta
(MCA).

El CV% del valor promedio
no debe ser mayor que el
15%, excepto para el limite
inferior de cuantificacion, el
cual debe ser menor o igual
que 20%.

En al menos 3
corridas
independientes, los 4
niveles por corrida
(LIC, MCB, MCM vy
MCA) por
quintuplicado. El
CV% del valor
promedio no debe ser
mayor que el 15%,
excepto para el limite
inferior de
cuantificacion, el cual
debe ser menor o
igual que 20%.

Precision
(Reproducibilidad)

Analizar al menos por
quintuplicado, en 3 corridas
analiticas diferentes y al
menos 2 dias, las muestras
control LIC, MCB, MCM vy
MCA. Puede cambiarse
analista o equipo. El CV% del
valor promedio no debe ser
mayor que el 15%, excepto
para el limite inferior de
cuantificacion, el cual debe
ser menor o igual que 20%.

En al menos 3
corridas

independientes, los 4
niveles por corrida
(LIC, MCB, MCM vy
MCA) por
quintuplicado. El
CV% del valor

promedio no debe ser
mayor que el 15%,
excepto para el limite
inferior de
cuantificacion, el cual
debe ser menor o
igual que 20%.

Intra: Al menos 5
muestra por nivel
(LIC, MCB, MCM vy
MCA) en una sola
corrida. EI CV% del
valor promedio no
debe ser mayor que
el 15%, excepto para
el limite inferior de
cuantificacion, el cual
debe ser menor o
igual que 20%.

Entre: Se evallan
LIC, MCB, MCM y
MCA de al menos 3
corridas de 2 dias
distintos. EI CV% del
valor promedio no
debe ser mayor que
el 15%, excepto para
el limite inferior de
cuantificacion, el cual
debe ser menor o
igual que 20%.
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Tabla 5. Comparacion de los criterios para la validacion entre NOM-177 y las guias de la FDA y
EMA, continuacion.

Pardmetro NOM 177-SSA1-2013 FDA EMA
Intra: En una corrida
los 4 niveles (LIC,
MCB, MCM y MCA)
se evaluan or
De los datos de . . P
- quintuplicado. El
repetibilidad y | Intray entre: En al menos 3
L . : . CV% del valor
reproducibilidad calcular la | corridas  independientes, .
o . . promedio no debe
desviacion de la | los 4 niveles por corrida
L, . ser > 15%, excepto
concentracion obtenida | (LIC, MCB, MCM y MCA)
. . . para el LIC, el cual
respecto al valor nominal | por quintuplicado. ElI CV%
. o . debe ser < 20%.
Exactitud (% de desviacion). El valor | del valor promedio no debe
. Entre: LIC, MCB,
promedio del % de|ser mayor que el 15%,
., .. MCM y MCA de al
desviacion no debe ser |excepto para el limite .
o e menos 3 corridas de
mayor que el 15%, excepto | inferior de cuantificacion, el . .
e . 2 dias distintos. El
para el limite inferior de | cual debe ser menor o igual
e CV% del valor
cuantificacion, el cual debe | que 20%. .
ser menor o igual que 20% promedio no debe
0.
guatq ser > el 15%, excepto
para el LIC el cual
debe ser < 20%.
Con una dilucion o,
. . Con una dilucién
apropiada, se inyecta por :
L -, apropiada, se
triplicado una solucion de . .
. evallan por triplicado
referencia (stock) y la .
. . la solucion stock y la
soluciéon de trabajo, se . .
solucion de trabajo
comparan las almacenadas
, . , . con las
. contra una solucion recién | Se  evalian bajo los .
Estabilidad reparada. Las soluciones | criterios de estabilidad concentraciones
en solucion prep MCB y MCA. La

seran consideradas
estables si la desviacion de
la  respuesta analitica
promedio con respecto a la
obtenida con muestras
recién preparadas no es
mayor que 10%.

anteriores.

concentracion
promedio de cada
nivel debe estar
dentro del 15% de la
concentracion
nominal.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad la DEX sigue siendo uno de los farmacos de eleccion para el
tratamiento de la neuroinflamacion. En la mayoria de los casos, el tratamiento inicial
es por via intravenosa, que representa una via de mayor riesgo. Ademas, se ha
reportado que los corticosteroides presentan problemas para cruzar la barrera
hematoencefélica, lo que contribuye a la variabilidad interindividual. Una alternativa
novedosa para abordar estos desafios es la administracion intranasal (IN), ya que los
farmacos liberados por esta via llegan al cerebro a lo largo de las vias del nervio
olfatorio y del trigémino, sorteando la barrera hematoencefélica, con buena
biodisponibilidad, ademas de la facilidad de su administracion. Estudios en animales
han demostrado que la DEX por via intranasal es mas eficiente para controlar la
neuroinflamacion que la via intravenosa, sin embargo, a la fecha no se han realizado
estudios clinicos comparativos para evaluar la disposicién de este farmaco al utilizar
esta via de administracion.

Es por lo anterior que se requiere contar con un método analitico especifico, preciso
y exacto que pueda ser utilizado en estudios de farmacocinética y de monitoreo
terapéutico de la DEX.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL
Desarrollar y validar un método analitico por cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR) acoplado a un detector UV para la cuantificacién de dexametasona

en plasma humano.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Seleccionar las mejores condiciones cromatograficas para la cuantificacion de
dexametasona en el rango de trabajo (20 — 200 ng/mL) en presencia de
compuestos enddgenos de la matriz, asi como de los metabolitos.

e Seleccionar las condiciones de extraccion que permitan obtener un recobro de
dexametasona mayor al 70%.

e Validar el método desarrollado, tomando como guia la Normal Oficial Mexicana
177-SSA-2013.

e Aplicar el método analitico para la cuantificacion de muestras provenientes de
un estudio piloto de farmacocinética y el analisis de estos datos para confirmar

su confiabilidad.
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5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1 REACTIVOS Y EQUIPOS
Reactivos

Agua grado HPLC

Metanol grado HPLC (J. T. Baker)

Acetonitrilo grado HPLC (J. T. Baker)

Hidroxido de potasio R. A. (J. T. Baker)

Fosfato de sodio monobésico, monohidratado (J. T. Baker)
Fosfato de sodio dibasico, anhidro R. A. (J. T. Baker)
Diclorometano R. A. (J. T. Baker)

Eter etilico R. A. (J. T. Baker)

Sustancia de referencia, dexametasona (FEUM)

Estandar secundario farmacéutico, metilprednisolona (Sigma-Aldrich)

Equipos

Bafio sonicador, Fisher Scientific FS160

Campana de extraccion

Vortex Science MED MX-S

Balanza analitica Sartorius, modelo: ENTRI162241-15
Parilla de calentamiento y agitacion Thomas Scientific
Potenciémetro HANNA instruments, HI2211
Espectrofotometro UV-Vis Shimadzu UV-1900.
Cromatdégrafo de liqguidos Shimadzu acoplado a un detector UV
Centrifuga Hettich Universal 32 R

Evaporador de muestras con nitrégeno

Refrigerador Nieto REB-450

5.2 PREPARACION DE SOLUCIONES

Todos los volumenes fueron tomados con pipetas automaticas calibradas.

Plasma humano

Las 6 unidades de plasma humano empleadas en la preparacion de las muestras

durante el desarrollo y validacion del método fueron donadas por Medica Sur.
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5.2.1 Soluciones
Agua: metanol (50: 50 v/v)
Se miden con exactitud empleando una pipeta volumétrica, 250 mL de agua y 250 mL
de metanol, se vierten en un frasco de 500 mL y se homogenizan.
Hidréxido de potasio 2 M
Se pesan con exactitud 2.805 g de escamas de hidroxido de potasio, estas se afiaden
a un matraz de 100 mL con un poco de agua hasta homogenizar y se lleva al aforo.
Solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.0
Se pesan con exactitud 0.8460 g de NaH2PO4*H20 y 0.5491 g de NazHPOa, se vierten
en matraz volumétrico de 1 L y se le agregan 500 mL de agua, se disuelven y
homogenizan para posteriormente llevar al aforo. Posteriormente, se mide y ajusta el
pH a 7.0 con KOH 2 My se filtra la solucién.
Fase movil, Solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.0: Acetonitrilo (60:
40 vIv)
Se miden 600 mL de buffer de fosfatos 10 mM pH 7.0 y 400 mL de acetonitrilo grado
HPLC y se mezclan en un frasco de 1 L. Se homogenizan y se desgasifican por
ultrasonido.
Solucion de adecuabilidad del sistema
La solucion para comprobar la adecuabilidad del sistema se prepara como se muestra
en el diagrama 1. Esta solucién tiene una concentracion de dexametasona y

metilprednisolona de 1y 1 pg/mL, respectivamente.

0.5 mL de Sol. de DEX 20 pg/mL

: v Matraz de 10 mL aforado con una

mezcla de agua: MeOH 50:50,
concentracion final de DEX y LAN
1 pg/mL, de cada analito.

0.25 mL de Sol. de El de 40 pug/mL

N

[ )

14

Figura 3. Diagrama de la preparacién de solucién para adecuabilidad
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5.2.2 Soluciones Stock
Solucion Stock de DEX 0.5 mg/mL
Se pesaron 10 mg de DEX con exactitud y se aforan a 20 mL con una mezcla agua:
metanol 50: 50.
Solucién Stock de metilprednisolona (MPS) 1 mg/mL
Se pesaron 10 mg de MPS con exactitud y se aforan a 10 mL con una mezcla agua:
metanol 50: 50.

5.2.3 Soluciones estandar

5.2.3.1 Soluciones estandar de Dexametasona
A partir de la solucion stock se prepararon las soluciones de trabajo de DEX de 4, 8,
12, 14, 16, 20, 25, 30, 35y 40 pg/mL, como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Preparaciéon de soluciones de DEX para la curva de calibracion.
Preparacidn de soluciones

Conc Stock Alicuota Volumen final Concentracion
(ng/ml) (mL) (mL) (ng/ml)

500 0.08 10 4

500 0.16 10 8

500 0.24 10 12
500 0.28 10 14
500 0.32 10 16
500 0.4 10 20
500 0.5 10 25
500 0.6 10 30
500 0.7 10 35
500 0.8 10 40

Posteriormente, se realiz6 una dilucion 1:10 en agua: metanol 1:1, para obtener
soluciones de DEX de 0.4 a 4 ug/mL y usarlas para la preparacion de la curva de
calibracion y muestras control en plasma humano.

5.2.3.2 Soluciones estandar de metilprednisolona
Solucion A. MPS 40 pg/mL
Se tomaron 0.4 mL de solucion stock de MPS y se llevd a un matraz volumétrico de

10 mL. Se afor6 con agua: metanol 50: 50.
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Solucién B. MPS 1 pg/mL
Se tomaron 250 pL de la solucion A (40 ug/mL) y se llevo a un matraz volumétrico de
10 mL. Se afor6 con agua: metanol 50: 50.

5.2.4 Curvade calibracién
Curva de calibracién en solucién (Agua: MeOH)
Para la curva de calibracion en solucion y para determinar la respuesta cromatogréafica
se selecciond, primeramente, el rango de 200 a 2000 ng/mL, considerando que la
muestra de plasma se concentraria 10 veces. En la tabla 7 se presenta la preparaciéon

de la curva de calibracion.

Tabla 7. Curva de calibracién de DEX en solucién.

Muestra Concentracion de  Alicuota Volumen Volumen Concentracion Concentracion

DEX (ug/mL) (uL) Solucién (uL) final (uL) (ng/mL) final (ng/mL)
Cc1 4 500 9500 10000 0.2 200
Cc2 8 500 9500 10000 0.4 400
c3 14 500 9500 10000 0.7 700
Cc4 16 500 9500 10000 0.8 800
C5 25 500 9500 10000 1.25 1250
C6 35 500 9500 10000 1.75 1750
c7 40 500 9500 10000 2 2000

Curva de calibracién en plasma
La curva de calibracion en plasma de dexametasona se prepard como se describe en

la tabla 8. El volumen final fue de 1 mL.

Tabla 8. Curva de calibracién de DEX en plasma

Concentracion

Concentracion de Alicuota Volumen Volumen

Muestra " bex (ug/ml) () plasma (u) | final (L) plasm:(’:lg - ‘;‘I’::Ie(’:‘tgr;‘::i’)“
c1 0.4 50 950 1000 0.02 20
2 0.8 50 950 1000 0.04 20
a3 14 50 950 1000 0.07 70
ca 16 50 950 1000 0.08 80
Cs 25 50 950 1000 0.125 125
c6 3.5 50 950 1000 0.175 175
7 4 50 950 1000 0.2 200
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5.2.5 Muestras control
Seleccion y preparacion de las muestras control en solucion.
Las concentraciones seleccionadas para las muestras control fueron: muestra control
alta (MCA): 1500 ng/mL, muestra control media (MCM): 1000 ng/mL y muestra control
baja: (MCB) 600 ng/mL.
Las muestras control se prepararon conforme a lo descrito en la tabla 9; y el volumen
final fue de 10 mL.

Tabla 9. Muestras control de DEX en soluciéon

Muestra Concentracion de Alicuota Volumen Volumen final Concentracion
DEX (ug/mL) (pL) Solucién (uL) (uL) (ng/mL)
MCB 120 50 9950 10000 600
MCM 200 50 9950 10000 1000
MCA 300 50 9950 10000 1500

Seleccion y preparacion de las muestras control en plasma.

Las concentraciones seleccionadas para la preparacion de las muestras control en
plasma fueron: muestra control alta (MCA): 150 ng/mL, muestra control media (MCM):
100 ng/mL y muestra control baja: (MCB) 60 ng/mL.

Las muestras control se prepararon conforme a la tabla 10 y el volumen final fue de 1

mL.
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Tabla 10. Muestras control de DEX en

plasma

Muestra Conc. de DEX Alicuota Volumen Volumen Conc. en Conc. final
(ng/mL) (uL) plasma (pL) final (uL)  plasma(ug/mL) (ng/mL)
MCB 1.2 50 950 1000 0.06 60
MCM 2 50 950 1000 0.1 100
MCA 3 50 950 1000 0.15 150

5.3 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO
Previo al desarrollo del método analitico se llevé a cabo una revision bibliogréfica de
la literatura, la cual se describe en la tabla 4. Se decidi6 utilizar una columna C18,
considerando que la mayoria de los articulos emplean esta columna. Las fases
moviles evaluadas, se basaron también en esta revision.

5.3.1 Deteccion de lalongitud de onda de maxima absorcién
El primer paso para llevar a cabo el desarrollo del método fue determinar la longitud
de onda maxima de absorcion (A) de DEX debido a que el detector a utilizar era
UV/Visible. Para ello se prepard una solucion de DEX de una concentracion de 10
pHg/mL en agua: metanol 50: 50 y se realiz6 el barrido de 200 a 300 nm empleando un
espectrofotometro UV-Vis Shimadzu UV-1900.

5.3.2 Seleccion de lafase movil y el estandar interno
La fase movil en cromatografia de liquidos es importante para determinar la eficiencia
de separacion y la resolucion de los componentes de la muestra. En el presente
trabajo, las fases moviles evaluadas fueron las siguientes:

e Solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.0: metanol (70:30 v/v)

e Solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.0: acetonitrilo (70:30 v/v)

e Solucion amortiguadora de fosfatos pH 3.0: acetonitrilo (70:30 v/v)

e Metanol: acido acético 0.1% en agua (70:30 v/v)

e Acetonitrilo: acido acético 0.1% en agua (70:30 v/v)

Para el estudio, se prepard una solucién de dexametasona a una concentracion de 10
ug/mL y se inyectd al cromatégrafo empleando las fases mévil a evaluar a una
velocidad de flujo de 1.0 mL/min y una columna cromatografica Zorbax Eclipse C-18
5um, 4.6 x 250 mm.
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En cada fase movil se evaludé la simetria del pico, la intensidad de la respuesta

cromatografica y el tiempo de retencion.

El uso de un estandar interno permite corregir posibles errores sistematicos que
ocurren en los andlisis. Para el estandar interno (El) se seleccionaron compuestos con
estructuras o propiedades fisicoquimicas similares a la DEX. Los farmacos
seleccionados fueron: betametasona, tramadol, cortisona, lansoprazol, loratadina,
ondansetrén, hidrocortisona, omeprazol y metilprednisolona.

Para el estudio se prepararon soluciones en agua: metanol 50:50 (v/v) de cada uno
de los estandares a una concentracion de 2 ug/mL y se inyectaron por triplicado al

cromatografo.

5.3.3 Seleccion del disolvente de extraccion
Tras unarevision de la literatura de la solubilidad de dexametasona y metilpredisolona,
se eligieron los siguientes disolventes de extraccion: acetato de etilo, éter etilico,
diclorometano, metil terbutil éter y mezclas de éter: diclorometano. Para la prueba se
utilizaron las muestras control alta y baja, y se consideraron como porcentajes de
recobro aceptables, aquellos que fueron superiores al 70%. El procedimiento utilizado
se describe en diagrama 2.
Se evaluo el recobro de la extraccion comparando la respuesta de la muestra de
plasma extraida con la respuesta obtenida en solucién. Dado que, con el éter etilico y
el diclorometano, se presentaron menos sefiales de los compuestos enddgenos del
plasma, se evaluaron mezclas en las siguientes proporciones:
Eter: diclorometano (70: 30, 50:50 y 40:60 v/v).
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1 mL de plasma

v

s N
Agregar 100 uL de solucién B de MPS (1

png/mL) ug/mL y agitar 20 s en vortex

.

Agregar 3 mL del disolvente a
evaluar y agitar 30 s en vortex

v

[ Centrifugar 15 min a 3000 ]

Si la fase organica queda Si la fase orgénica queda
abajo arriba
Quitar la fase acuosa con una pipeta Llevar a c_ongelacic’)n (-20 °_C) en
Pasteur y decantar la fase organica el refrigerador por 20 min
Llevar a sequedad con [ Decantar la fase orgénica ]

corriente de nitr6geno

.

Llevar a sequedad con
corriente de nitrégeno

Reconstituir con 100 pL de
agua: MeOH 50:50, agitar 30 s

e inyectar 40 pL al sistema
cromatografico

Figura 4. Diagrama del procedimiento de extraccion

5.3.4 Condiciones de extraccion
En una extraccion liquido-liquido es importante optimizar las condiciones, para
asegurar que la cantidad maxima de analito se transfiera de la matriz bioldgica a la

fase organica, lo que conduce a una mayor sensibilidad en la cuantificacion. Ademas,
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puede minimizar la interferencia de los componentes endégenos lo que da como
resultado una mejor precision de los resultados. En el presente trabajo, las
condiciones evaluadas fueron: tipo y tiempo de agitacion, volimenes del disolvente
de extraccion y la alcalinizacién de muestra. Las condiciones evaluadas se muestran
en la tabla 11. Se siguio el procedimiento de extraccién descrito en el diagrama 2 y
los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, monitoreando el recobro de DEX y

MPS y la simetria del pico.

Tabla 11. Factores evaluados para la extraccion con la mezcla éter: diclorometano
Condicién Variable

Agitacidn vortex 1 min

Tiempo de agitacidn en vortex —
Agitacion vortex 30 s

Agitacién vertical

Tipo de agitacién . -
Agitacion horizontal

3mL
5mL
Sin alcalinizar
+ 250 plL de NaOH 0.025M

Volumen de disolvente de extraccidn

Alcalinizar

5.4 VALIDACION DEL METODO ANALITICO
Los parametros que se consideraron para la validacion del método se basaron en lo
establecido en la NOM-177-SSA1-2013 y fueron los siguientes: selectividad, acarreo,
recobro, limite de cuantificacion, linealidad, precision, exactitud y estabilidad. Previo
al analisis de las muestras se evalud la adecuabilidad del sistema, inyectando 6
muestras de la solucion de adecuabilidad. Si el CV% era menor a 2, se procedia con

el andlisis de las muestras.

5.4.1 Selectividad
Se prepararon 6 muestras blanco de plasma provenientes de 6 voluntarios diferentes
y se analizaron empleando el método desarrollado.
Criterio de aceptacion: La respuesta analitica de las interferencias proximas a los
tiempos de retencién debe ser menor al 20% para el limite inferior de cuantificacion

del analito y del 5% para el EI.
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5.4.2 Acarreo
Se prepararon 3 muestras blanco y un LSC. Se inyectaron al sistema cromatogréafico
en el siguiente orden, una muestra blanco, el LSC y dos muestras blanco.
Criterio de aceptacion: La respuesta analitica de las interferencias proximas a los
tiempos de retencion debe ser menor al 20% para el limite inferior de cuantificacion

del analito y del 5% para el El.

5.4.3 Limite Inferior de cuantificacion
El LIC se establecid como la menor concentracién cuantificable por el sistema, con
precision y exactitud, el cual fue de 20 ng/mL. Para la evaluacion, se prepard por
triplicado la muestra con la concentracién de 20 ng/mL y se analizé de acuerdo con el
procedimiento previamente descrito.

Criterio de aceptacion: El CV% debe ser < 20%.

5.4.4 Linealidad

Para evaluar la linealidad se prepararon por triplicado, se prepararon curvas de
calibracion en plasma en el rango es de 20 a 200 ng/mL, en 2 dias diferentes, con
siete concentraciones distintas, sin incluir muestras blanco. Para cada curva se grafico
el factor respuesta en funcion de la concentracion de DEX. Se eligio el modelo
matematico que mejor se ajuste. De cada curva se calcul6 la pendiente (m), ordenada
al origen (b), coeficiente correlacion (r) y coeficiente de determinacion (r?).

Criterio de aceptacion: Los datos de concentracion recuperada de la curva de
calibracion deben estar dentro del 15% de la concentracion nominal en cada nivel de
concentracion, excepto para el limite inferior de cuantificacién, ya que puede ser
menor o igual que el 20%. Al menos el 75% de las concentraciones de la curva de
calibracién con un minimo de 6 puntos deben cumplir con este criterio, r 2 0.99 y r?>2
0.99.

5.4.5 Precision
La finalidad de la precision es determinar si el método es capaz de producir resultados

repetibles y confiables. Esta se evalué como repetibilidad y reproducibilidad.
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5.45.1 Repetibilidad

En un mismo dia se analizaron por quintuplicado las siguientes muestras control LIC
(20 ng/mL), MCB (60 ng/mL), MCM (100 ng/mL), MCA (150 ng/mL). Se calcul6 la
concentracion obtenida de cada nivel interpolando el factor respuesta en la curva de
calibracion preparada el mismo dia. Se calculd el promedio, la desviacién estandar y
el CV% para cada nivel.

Criterio de aceptacion: El CV% del valor promedio no debe ser mayor que el 15%,
excepto para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser menor o igual que
20%.

5.45.2 Reproducibilidad

Se analizaron por quintuplicado en 2 dias diferentes, las muestras control LIC, MCB,
MCM y MCA. Se calculd la concentracion recuperada interpolando la respuesta
analitica en la curva de calibracion. Se determino el promedio, la desviacion estandar
y el CV% de cada nivel.

Criterio de aceptacion: El CV% del valor promedio no debe ser mayor que el 15%,
excepto para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser menor o igual que
20%.

5.4.6 Exactitud
De los datos de repetibilidad y reproducibilidad se calcul6 el porcentaje de desviacion
de la concentracion obtenida respecto al valor nominal (% de desviacion) empleando

la siguiente ecuacion.

Concentraciom adicionada — Concentracion obtenida

% desviacion = 100 x — —
Concentracion adicionada

El Criterio de aceptacion: El valor promedio del % de desviacion no debe ser mayor
gue el 15%, excepto para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser menor o

igual que 20%.
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5.4.7 Estabilidad

Las condiciones de estabilidad que se evaluaron fueron: estabilidad de muestra
procesada, estabilidad a corto plazo, ciclos de congelacién-descongelacion,
estabilidad en automuestreador, estabilidad a largo plazo y estabilidad en solucién.
Todas las muestras de estabilidad fueron analizadas junto con una curva de
calibracion recién preparada, en la cual se interpolaron las respuestas obtenidas.

El criterio para considerar estables las muestras fue que la concentracion obtenida de
cada concentracion debe estar dentro del 15 % de la concentracion nominal. Para la

estabilidad en solucion, la desviacion no debe ser mayor al 10 %.

5.4.7.1 Estabilidad de la muestra procesada
Se analizaron por triplicado las MCB y MCA, y se procesaron segun el diagrama 2.
Una vez procesadas se almacenaron en refrigeraciéon 4°C. Pasado el tiempo de
evaluacion (24 h), se inyectaron al cromatografo y se calcul6 la concentracion y el %

de desviacidn con respecto a la concentracion nominal

5.4.7.2 Estabilidad en automuestreador
Se prepararon por triplicado las MCB y MCA, las cuales se procesaron segun el
diagrama 2, se colocaron en el automuestreador y se mantuvieron durante 49 h,
pasado este tiempo, se analizaron y se calculé la concentracion recuperada y el % de

desviacién con respecto a la concentracion nominal.

5.4.7.3 Estabilidad a corto plazo
Se prepararon por triplicado las MCB y MCA, las cuales se procesaron segun el
diagrama 2 hasta el paso antes de la extraccion, se guardan las muestras bajo
refrigeracion (4°C) y a temperatura ambiente (25 °C). Después de 24 h se analizaron
y se calcul6 la concentracion y el % de desviacion con respecto a la concentracion

nominal

5.4.7.4 Estabilidad alargo plazo
Se prepararon por triplicado las MCB y MCA en plasma, las cuales se almacenaron

en condiciones de congelaciéon (-2 °C). Después de 49 dias se descongelaron, se
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procesaron, se calculd la concentracion y el % de desviacion con respecto a la

concentracion nominal.

5.4.7.5 Estabilidad ciclos de congelacién-descongelacion
Se prepararon por triplicado las MCB y MCA en plasma y se almacenaron en
condiciones de congelacion durante 24 h. Una vez congeladas se descongelaron a
temperatura ambiente, que representa un ciclo de congelacidon-descongelacién, se
congelaron nuevamente y descongelaron hasta tener 3 ciclos de congelacion-
descongelacion y posteriormente se procesaron y se calculd la concentracion
recuperada. La concentracion promedio de cada nivel debe estar dentro del 15% de

la concentracién nominal.

5.4.7.6 Estabilidad de las soluciones Stock
Se evalug la estabilidad de soluciones stock de DEX y MPS, las cuales se guardaron
en refrigeracion durante 120 y 36 dias respectivamente. A partir de esas soluciones
se prepar6 la muestra de DEX 20 pg/mL y de MPS de 40 pg/mL las cuales se
inyectaron por triplicado juntamente con una muestra hecha de soluciones preparadas
el mismo dia de andlisis. Se calculé el % de desviacion con respecto a la muestra de

solucion recién preparada.

5.5 ANALISIS DE MUESTRAS DE VOLUNTARIOS

Con el fin de determinar la confiabilidad del método desarrollado, se analizaron
muestras de dos voluntarios sanos, provenientes de un estudio piloto de
biodisponibilidad correspondientes, a los cuales se les administré un volumen de 1.5
mL de solucién de DEX, Alin ® por via intravenosa y por via intranasal equivalente a
6 mg de dexametasona en condiciones de ayuno. Las muestras sanguineas se
tomaron a los tiempos 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 8.00, 12.00 y 24.00
horas, se entregaron congeladas y se almacenaron a - 2 °C hasta su analisis.

Al momento del analisis de las muestras, éstas se descongelaron a temperatura
ambiente y se homogenizaron con vortex. Las muestras se analizaron empleando el
método previamente validado también se analizaron los 3 niveles de muestras control

(MCB, MCM y MCA), las cuales fueron distribuidas de manera homogénea a lo largo
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de la corrida analitica. Las respuestas se interpolaron en una curva de calibracion
preparada el mismo dia del analisis.

Los datos de concentracion plasmatica vs tiempo obtenidos por ambas vias se
ajustaron a un modelo compartimental y no compartimental.

Los pardametros calculados que emplearon el modelo no compartimental fueron:
concentracion plasmatica maxima (Cmax), tiempo en el que se alcanza la
concentracion maxima (tmax), area bajo la curva de 0 a tiempo final y de 0 a infinito
(AUCo-t y AUCo-»), vida media de eliminacioén (ti2), tiempo medio de residencia (TMR)

y constante de eliminacion (Ke).

5.6 ANALISIS DE DATOS — PARAMETROS FARMACOCINETICOS

La comparacion de los resultados obtenidos con el método validado y otros
previamente reportados ayuda a mejorar la confianza en los resultados y a reafirmar
la validez de la técnica, al presentar datos que son verificables y reproducibles con
otros investigadores o analistas.

Los datos obtenidos se ajustaron a un modelo compartimental y no compartimental.
Los parametros calculados que emplearon el modelo no compartimental fueron:
concentracion plasmatica maxima (Cmax), tiempo en el que se alcanza la
concentracion maxima (tmax), area bajo la curva de 0 a tiempo final y de 0 a infinito
(AUCo+ty AUCo-«), vida media de eliminacion (tu2), tiempo medio de residencia (TMR)
y constante de eliminacion (Ke).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Desarrollo del método analitico

6.1.1 Determinacion de la longitud de onda méaxima de absorcién

En la figura 3 se presenta el espectro de absorcion al UV una solucién de DEX de 10
ug/mL, en la que se puede observar un maximo de absorcion a 242 nm, el cual

corresponde con lo reportado en la literatura (Al-Owaidi et al., 2021).

Figura 5. Maximo de absorcion de DEX empleando un espectrémetro UV

6.1.2 Seleccidn de lafase movil y el estandar interno.
A continuacion se presentan los cromatogramas obtenidos en las distintas fases
moviles evaluadas. Se puede observar que en la fase mavil acetonitrilo: acido acético
0.1% en agua (70:30 v/v) se presentd un pico hombreado, sin simetria y un tiempo de

retencion muy corto.
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Figura 6. Cromatograma de DEX en la fase moévil acetonitrilo: acido acético 0.1% en agua (70:30 v/v)
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En la fase movil metanol: acido acético 0.1% en agua (70:30 v/v) se obtuvo un pico
simétrico, pero la sefial obtenida fue bajay la linea base no se mantiene estable (figura
5).
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Figura 7. Cromatograma de DEX en la fase mévil metanol: acido acético 0.1% en agua (70:30 v/v)

Al utilizar las fases moéviles de solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 3.0:
acetonitrilo (70:30 v/v) (figura 6) y solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.0:
acetonitrilo (70:30 v/v) (figura 7), se obtuvieron picos simétricos con tiempos de

retencion 15.5 y 13.6 min, respectivamente, pero la corrida se considera muy larga.
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Figura 8. Cromatograma de DEX en la fase movil solucién amortiguadora de fosfatos pH 3.0:
Acetonitrilo (70:30 v/v)
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Figura 9. Cromatograma de DEX en la fase mévil solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM pH
7.0: Acetonitrilo (70:30 v/v)

Al modificar la proporcion de solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.0:
acetonitrilo a (60:40 v/v) se redujo el tiempo de retencidn y se tiene una buena simetria

del pico, por lo que se eligié para ser utilizada para el andlisis (figura 8).
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Figura 10. Cromatograma de DEX (1) y El (2) en la fase mévil solucion amortiguadora de
fosfatos 10 mM pH 7.0: acetonitrilo (60:40 v/v)

6.1.3 Seleccion del estandar interno.
La betametasona, el tramadol, la loratadina y la hidrocortisona no presentaron
respuesta cromatografica en las condiciones cromatograficas utilizadas. En las figuras
12 — 16 se presentan los cromatogramas obtenidos con ondansetrén, cortisona,
lansoprazol, omeprazol y metilprednisolona, respectivamente. Para el caso de
ondansetrén el tiempo de retencion fue demasiado cercano al pico de dexametasona,
en el caso de la cortisona el tiempo de retencion fue muy largo y el tiempo de retencion

de la metilprednisolona (MPS) fue cercano al de la DEX, se logré la correcta
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separacion de picos y se obtuvieron los resultados mas reproducibles, lo cual se debe
a que las estructura quimicas de DEX y del MPS (figura 11) y las propiedades
fisicoquimicas de ambos compuestos (tabla 12), son semejantes.

CHi,

@)

Figura 11. Comparacion de la estructura quimica de DEX (1) y El (2) (DrugBank, 2022).

Tabla 12. Comparacion de propiedades fisicoquimicas de DEX y el El (DrugBank, 2022).
Propiedad

Compuesto Dexametasona Metilprednisolona
Peso 392.5 g/mol 374.5 g/mol
molecular
Descripcién Polvo cristalino inodoro de color Polvo blanco a blanco cristalino
fisica blanco inodoro
Solubilidad
en agua (25 0.05 -1 mg/mL 0.12 mg/mL
OC)
- Acetona, etanol, cloroformo, Acetona, etanol, cloroformo,
Solubilidad
metanol metanol
Log P 1.68-1.93 1.525
Log S -3.64 - -3.9 -2.99
Punto de o o
fusion 260 — 264 °C 232.5°C
pKa -3.3y12.42 -2.9y 12.59
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Figura 13. Cromatograma de DEX (1) y Cortisona (2)
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Figura 14. Cromatograma de DEX (1) y Lansoprazol (2)
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Figura 16. Cromatograma de DEX (1) y MPS (2)

6.1.4 Seleccion del disolvente de extraccion
Los resultados mostraron que el mejor disolvente de extraccion fue la mezcla de éter:
diclorometano (40: 60 v/v), con el cual se obtuvieron recobros mayores al 70% tanto
para DEX como la MPS.

6.1.5 Condiciones de extraccion
En la tabla 13, se puede observar que se obtuvieron los mejores recobros al utilizar la
agitaciéon en vortex durante 30 segundos y un volumen de disolvente de extraccion de
3 mL o 5 mL, por lo que se decidio utilizar el volumen menor. De igual forma, se
demostré que, al alcalinizar la muestra de plasma, el porcentaje de recobro de la DEX
era bajo.
En el diagrama 3 se describen las condiciones finales utilizadas para la cuantificacion

de dexametasona en plasma.
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N
[ 1 mL de plasma de voluntario

v
N
[ Agregar 100 uL de solucién B de MPS (1

pg/mL) y agitar 20 s en vortex

'

Agregar 3 mL diclorometano: éter
(60:40 v/v) y agitar 30 s en vortex

'

[ Centrifugar 15 min a 3000 rpm ]

'

Quitar la fase organica con una pipeta
Pasteur y decantar la fase organica

.

[ Secar 15 min a 45 °C bajo }

corriente de nitrégeno

Reconstituir con 100 pL de
agua: MeOH 50:50, agitar 30 s
e inyectar 40 pL al sistema
cromatografico

Figura 17. Diagrama del método de extraccion
empleado en el estudio

Tabla 13. Condiciones evaluadas para la extraccion de DEX de muestras de plasma.

. . Recobro de
Factor Condiciones DEX
) L Agitacion vortex 30 s 80%
Tiempo de agitacidn en vortex — -
Agitacion vortex 1 min 70%
) L Agitacion vertical 75%
Tipo de agitacién — -
Agitacion horizontal 40%
) By 3mL 80%
Volumen de disolvente de extraccion

5mL 80%
o Sin alcalinizar 85%

Alcalinizar
+ 250 pL de NaOH 0.025M 45%
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6.1.6 Condiciones cromatograficas

Tabla 14. Condiciones cromatograficas

Condiciones cromatograficas

Columna Zorbax Eclipse XDB-C18, 5 um, 4.6 x 250 mm.
- Soluciéon amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.0: Acetonitrilo
Fase movil
(60:40 v/v)
Flujo 1.0 mL/min
Tiempo de corrida 8.0 min
Longitud de onda (A) 242 nm

6.2 Validacion del método analitico
A continuacion, se presentan los resultados de validacion del método siguiendo los
lineamientos que marca la NOM-177-SSA1-2013.
6.2.1 Selectividad
En la figura 18 se muestra un cromatograma tipico de una muestra blanco. El método
cumple con los criterios de aceptacion ya que las respuestas analiticas de las
interferencias cercanas al tiempo de retencién no fueron mayores al 20% para DEX

y ni mayores al 5% para el El.

v Max Intensity : 45 657
JDetector AZ242nm
50
25
o - LY EJ
| —— - -~ 1t 1T 1T r 1T  r r r 1T r r r T r ' '
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 2.0 5.0 7.0 min

Figura 18. Cromatograma tipico de una muestra blanco.

6.2.2 Acarreo
En la tabla 15 se presentan los resultados de una prueba de acarreo. Dado que la

respuesta de DEX fue menor al 20% del LIC y al 5% del El, confirmando que no existe
efecto de acarreo con método desarrollado.
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Tabla 15. Resultados obtenidos para la evaluacidn de selectividad y acarreo

Selectividad y Acarreo
Muestra Dexametasona E. I FR
TR AREA TR AREA
BCO1 No se detecta pico. 0 5.575 1652 N/A
LSC 6.428 122244 5.578 70034 | 1.75
BCO2 No se detecta pico. 0 5.564 1454 N/A
BCO2 No se detecta pico. 0 5.561 1413 NA
MO No se detecta pico. 0 5.584 69820 | N/A
C1 6.425 12737 5.579 76940 | 0.17

6.2.3 Limite Inferior de cuantificacion

El limite inferior de cuantificacion fue de 20 ng/mL donde la concentracion recuperada

esta dentro del 20% de la concentracion nominal.

6.2.4 Linealidad

En la figura 19 se muestra la curva promedio obtenida al graficar el factor de respuesta

(drea de DEX/area del El) vs la concentraciéon nominal de DEX. En la tabla 16 se

muestran los valores de % de desviacién absoluta de las 3 curvas evaluadas,

encontrando que en todos los casos la desviacion absoluta no fue mayor al 10%. Los

resultados indican que el método es lineal en el intervalo de 20 — 200 ng/mL.

2.5

15

FR

0.5

Figura 19. Curva promedio de calibracion de DEX en plasma humano.

Curva promedio
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y =0.0089x - 0.0414
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R?=0.9996

200
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Tabla 16. Linealidad del método analitico. Valores de porcentaje de desviacion absoluta de la
concentracion calculada con respecto a la concentracién nominal de DEX

% de desviacion absoluta
Concentracién (ng/mL)
Curval Curva 2 Curva 3
20 5.05 -14.57 6.60
40 -4.76 -5.80 10.07
70 0.59 6.48 1.87
80 -2.60 6.62 -5.65
125 1.83 -2.46 -5.90
175 3.37 -2.26 0.99
200 -2.81 1.21 1.76

6.2.5 Precisiony exactitud

En la tabla 17 se muestran los resultados obtenidos de repetibilidad y reproducibilidad
y en la tabla 18 los resultados de exactitud del método. Dado que los coeficientes de
variacion fueron menores al 15% se comprueba que el método es preciso. De igual

forma el método es exacto ya que los valores de porciento de desviacion fueron

menores al 15%.

Tabla 17. Precisiéon del método desarrollado

Repetibilidad (n=5) Reproducibilidad (n=15)
Muestras i0
ot | one epeste | oe | o | el ooy
LIC 20 19.32 1.48 7.67 20.18 2.11 10.44
MCB 60 57.03 3.18 5.57 59.91 4.18 6.97
MCM 100 92.59 3.67 3.97 97.61 4,92 5.04
MCA 150 136.89 1.76 1.28 146.06 8.13 5.56
Tabla 18. Exactitud del método desarrollado
% de desviacion
LIC (20 ng/mL) MCB (60 ng/mL) MCM (100 ng/mL) MCA (150 ng/mL)
DIA1 | DIA2 DIA3 | DIA1 | DIA2 | DIA3 | DIA1 | DIA2 | DIA3 | DIA1 | DIA2 | DIA3
12.02 | 19.36 | -4.34 533 | -454 | -5.61 | 4.86 0.24 | -0.98 | 9.45 1.01 | -2.34
9.67 | -17.57 | -11.24 | 7.17 | -8.23 | 1299 | 10.65 | 0.50 | -840 | 898 | -6.29 | 3.20
2.72 2.79 -3.41 | 12.33 | -0.10 | -7.33 | 9.89 3.43 | 0.07 7.91 291 | -2.20
-5.36 | -11.00 | -6.68 | -1.15 | -2.25 | -7.73 | 9.42 3.00 | 0.22 7.22 435 | -5.42
-1.99 | 1241 | -1092 | 1.04 | -4.12 | 4.54 2.24 1.45 | -0.79 | 10.12 | -1.92 | 2.44
X -0.90 X 0.16 X 2.39 X 2.63
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6.2.6 Estabilidad
En las tablas 19 y 20 se muestran los resultados de la estabilidad en muestras y en
solucion, respectivamente. Dado que los valores de las muestras se encontraron entre
el + 15% del valor nominal, se concluye que las muestras son estables al menos
durante 49 dias en congelacion a -2 °C.
En caso de las muestras en solucidon se encontré que las soluciones de DEX se
pueden mantener en refrigeracion (4°C) al menos durante 120 dias y las soluciones
de trabajo durante 21 dias. La soluciéon stock de MPS fue estable en refrigeracion (a
4 °C) durante 36 dias.

Tabla 19. Estabilidad de DEX en plasma bajo distintas condiciones

MCB MCA
Tiempo | promedio Desviacidn promedio Desviacion
Condicién evaluada evaluado | (ng/mL) (ng/mL)
Estabilidad corto plazo a temperatura ambiente 24.083 h 63.75 -6.25 154.01 -2.67
Estabilidad corto plazo en refrigeracidn 24 h 66.94 -11.57 147.39 1.74
Estabilidad muestra procesada - refrigeracion 27.5h 60.85 -1.42 165.85 -10.57
Estabilidad muestra procesada - automuestreador | 39.883 h 64.22 -7.04 158.31 -5.54
Estabilidad a ciclos de congelacidon-descongelacién 3 ciclos 62.76 -4.61 159.62 -6.42
Estabilidad a largo plazo 49 dias 64.65 -7.75 149.55 0.30

Tabla 20. Estabilidad en solucién de DEX y el El

., . , % Obtenido con respecto a una solucion recién
Solucién Tiempo (dias) ——
Solucidn Stock DEX (500 pg/mL) 120 99.53
Solucidn de trabajo DEX (0.4 pg/mL) 21 95.95
Solucién Stock MPS (1000 pg/mL) 36 102.45
Solucién de trabajo MPS (0.1 pg/mL) 33 91.20

6.2.7 Analisis de muestras de voluntarios
En las tablas 21 - 25 se presentan los resultados de concentracion plasmatica vs
tiempo de los voluntarios y los datos de las muestras control para la aceptacion de la
corrida analitica y en las figuras 20 — 23 se muestran los cromatogramas. El método
fue adecuado para cuantificar las concentraciones después de la administracion
intravenosa, sin embargo, para la administracion intranasal, en uno de los sujetos, la

ultima concentracion estuvo por abajo del limite de cuantificacion, siendo necesario
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encontrar condiciones que permitan cuantificar concentraciones mas bajas que las

establecidas en el método.

Tabla 21. Datos sujeto 1 - IV

: Dexametasona E. I
Tle(r;]q)po Muestra FR Concentracién ng/mL
TR (min) | AREA | TR (min) | AREA
0.25 v1 6.335 95632 5.51 68851 | 1.39 147.189
0.5 V2 6.326 22733 5.488 25137 | 0.90 94.573
0.75 V3 6.329 16847 5.506 21475 | 0.78 81.558
1 V4 6.336 42607 5.514 78214 | 0.54 55.528
2 IV5 6.333 23702 5.509 61848 | 0.38 37.991
3 IV6 6.33 23616 5.509 73055 | 0.32 31.480
4 v7 6.329 9651 5.493 35121 | 0.27 26.217
8 V38 6.343 17574 5.52 75951 | 0.23 21.504
Tabla 22. Datos sujeto 1 - IN
. Dexametasona E. I
Tiempo Muestra FR Concentracién ng/mL
(h) TR AREA TR AREA
0.25 IN 1 6.335 11186| 5.521 77642 | 0.14 12.024
0.5 IN 2 6.332 9613 5.497 21958 | 0.44 43.915
0.75 IN3 6.336 12981 | 5.503 18095 | 0.72 74.271
1 IN 4 6.344 43632 5.52 79582 | 0.55 55.909
2 IN5 6.333 21273 | 5.503 61211 | 0.35 34.115
3 IN 6 6.34 22056 | 5.514 82764 | 0.27 25.316
4 IN 7 6.339 18051 | 5.513 76906 | 0.23 21.866
8 IN 8 6.334 11172 5.511 82296 | 0.14 11.121
Tabla 23. Datos sujeto 2 - IV
. Dexametasona E. I
T|e(r|:\)po Muestra FR | Concentracién ng/mL
TR AREA TR AREA
0.25 v1 6.381 80296 | 5.544 75991 | 1.06 112.109
0.5 V2 6.397 61832 | 5.552 72002 | 0.86 91.373
0.75 V3 6.392 50586 | 5.545 61635 | 0.82 87.389
1 V4 6.373 45838 | 5.536 68327 | 0.67 71.686
2 IV5 6.393 42034 | 5.547 72880 | 0.58 61.825
3 IV6 6.389 29568 | 5.546 75440 | 0.39 42.461
4 Iv7 6.376 21949 | 5.533 68630 | 0.32 34.903
8 IV 8 6.374 13033 | 5.531 59932 | 0.22 24.179
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Tabla 24. Datos sujeto 2 - IN

. Dexametasona E. I
Tiempo Muestra FR | Concentracién ng/mL
(h) TR AREA TR AREA
0.5 IN 2 6.391 34642 5.541 67564 | 0.51 55.117
0.75 IN3 6.39 16384 | 5.539 22379 | 0.73 78.104
1 IN 4 6.386 52405| 5.531 74080 | 0.71 75.515
2 INS5 6.393 28536 | 5.543 71566 | 0.40 43.173
3 IN 6 6.376 6337 5.516 13807 | 0.46 49.484
4 IN 7 6.394 21047 | 5.543 72398 | 0.29 31.854
8 IN 8 6.386 14194 | 5.541 69029 | 0.21 22.938

Tabla 25. Datos de las muestras control del analisis de voluntarios.

Dexametasona E. I Concentracion
Muestra FR | Concentracion (ug/mL) | Recuperada |Desviacion

TR AREA TR AREA

(ng/mL)
MCB1 | 6.384 | 42791 | 5.543 | 75548 | 0.57 0.6 0.607 -1.24
MCM1 | 6.381 | 75053 | 5.533 | 75482 | 0.99 1.0 1.056 -5.58
MCA 1 6.385 | 108496 | 5.535 | 74699 | 1.45 15 1.536 -2.39
MCB 2 6.334 | 39062 5.51 | 67058 | 0.58 0.6 0.624 -4.05
MCM 2 | 6.347 | 70321 | 5.521 | 77989 | 0.90 1.0 0.959 4.13
MCA 2 6.351 | 88624 | 5.514 | 64347 | 1.38 1.5 1.457 2.86
T Mas Intensity © 11,872
Figura 20. Cromatograma tipico del voluntario 1 via IV.

Figura 21. Cromatograma tipico del voluntario 1 via IN.
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Figura 22. Cromatograma tipico del voluntario 2 via IV.
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Figura 23. Cromatograma tipico del voluntario 2 via IN.

6.2.8 Anadlisis de datos

Para determinar los parametros farmacocinéticos, los datos se analizaron usando el

programa WinNonLin. Se encontré que para la administracion 1V el mejor modelo al

gque se ajustaron los datos fue dos compartimientos (figuras 24 y 25).

250

200 4

o
=]

=]
=]

50 1

—= Observed

— Predicted

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (hr)

Figura 24. Ajuste de los datos del voluntario 1 a un modelo abierto de dos compartimentos
después de la administracion intravenosa de una dosis de 6 mg dexametasona.
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Figura 25. Ajuste de los datos del voluntario 2 a un modelo abierto de dos compartimentos
después de la administracion intravenosa de una dosis de 6 mg dexametasona.

Los parametros farmacocinéticos obtenidos se presentan en la tabla 26.

Tabla 26. Parametros farmacocinético de la administraciéon 1V

Vol 1 Vol 2

Parametros| Unidades . :

Estimado CV% Estimado CV%
AUC hr¥ng/mL 559.95 36.76 545.787 24.14
K10_HL hr¥ng/mL 1.755 39.64 2.944 27.85
Alpha 1/hr 2.121 15.51 1.171 51.58
Beta 1/hr 0.0845 60.11 0.1283 48.96
Alpha HL hr 0.326 15.5 0.5916 51.56
Beta_HL hr 8.199 60.06 5.4002 48.92
A ng/mL 181.002 8.41 65.6288 26.81
B ng/mL 40.126 21.62 62.8639 31.85
Cmax ng/mL 221.129 7.67 128.4927 8.82
CL mL/hr 10700 36.8 10993.2801 24.17
AUMC hr*¥hr*ng/mL | 5654.732 100.47 3863.6148 68.9
MRT hr 10.098 64.05 7.078 45.14
Vss mL 10854 28.34 77821.064 22.15
V2 mL 81347 36.89 31125.8243 51.51
CLD2 mL/hr 36881 10.45 19881.7491 40.37

En el caso de la administracion intranasal, no fue posible hacer el ajuste de datos a
un modelo compartimental, por lo que se analizaron empleando un modelo no

compartimental (figuras 26 y 27).
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Figura 27. Sujeto 2 - IN. Modelo no compartimental.

En tabla 27 se presentan los pardmetros farmacocinéticos, obtenidos en ambas vias

de administracion al emplear el modelo no compartimental. Al comparar los resultados

con los previamente publicados, se encontrd que los valores de aclaramiento, tiz y el

area bajo la curva fueron semejantes, lo cual apoya la validez del método desarrollado

(Loew et al., 1986; Spoorenberg et al., 2014).
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Tabla 27. Datos farmacocinéticos de los voluntarios 1y 2 ambas vias, modelo no
compartimental

Vol 1 Vol 2

Parametros Unidades

v IN v IN
Lambda z 1/hr 0.0871 0.2224 0.1067 0.1658
HL_Lambda z hr 7.962 3.1166 6.4984 4.1816
Tmax hr 0.25 0.75 0.25 0.75
Cmax ng/mL 147.189 74.271 112.109 78.104
co ng/mL 226.6812 NA 137.5508 NA
AUClast hr*ng/mL 322.1416 140.343 374.6168 | 305.5598
Vz_F_obs mL 121093.037| 113039.946 | 93549.7353 | 81534.9986
Cl_F _obs mL/hr 10541.994 | 25140.3243 | 9978.3578 |13515.3606
MRTlast hr 2.6318 1.7458 2.847 3.2482
MRTINF_obs hr 9.9468 4.5267 8.324 6.6098

En las figuras 28 y 29, se presenta la comparacion de los datos de la via IV y la IN de
cada voluntario. Se puede observar que la absorcion por la via intranasal fue mas
lenta con un valor de tmax de 0.75 h, a partir de ese tiempo, los perfiles fueron
semejantes en ambas vias. Se requiere contar con un mayor numero de sujetos para
determinar la biodisponibilidad absoluta de la via IN.
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Figura 28. Comparacion IV vs IN. Voluntario 1
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Figura 29. Comparacion IV vs IN. Voluntario 2

Actualmente, no se cuentan con datos del uso de DEX como tratamiento en
enfermedades neuroinflamatorias por la via intranasal, por lo que el método
desarrollado podra ser utilizado para el analisis de muestras ya sea de voluntarios
sanos o pacientes. Se requiere mejorar la sensibilidad del método en caso de que las

dosis a administrar de DEX sean menores a 6 mg.
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7. CONCLUSIONES

Se desarrollé y validé un método analitico por cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR) acoplado a un detector UV, para la cuantificacion de dexametasona

en plasma humano.

e Se seleccionaron aquellas condiciones cromatograficas que permitieron la
cuantificacion de dexametasona en presencia de compuestos enddgenos de la
matriz, asi como de los metabolitos, en el rango de trabajo (20 — 200 ng/mL)
obteniendo resultados precisos y exactos.

e Se evaluaron las condiciones de extraccion de dexametasona del plasma
humano para tener una cuantificaciéon optima y lograr un recobro del analito
mayor al 70%.

e Se validé el método desarrollado, tomando como guia la Normal Oficial
Mexicana 177-SSA-2013.

e Se aplicé el método analitico para la cuantificacion de muestras provenientes
de un estudio piloto de farmacocinética en humanos y el analisis de estos datos
para reafirmar la fiabilidad del método.

e Se obtuvieron resultados farmacocinéticos semejantes a lo reportado en la
literatura determinando asi su aplicabilidad y potencial implementacion en la

clinica.

56



8. PERSPECTIVAS

Para estudios posteriores se necesita aumentar el nimero de voluntarios para poder
determinar la biodisponibilidad de la dexametasona por via intranasal y para mejorar
la sensibilidad del método podria tomarse mayor cantidad de muestra (2 mL) o
cambiar el detector por uno mas sensible, para mejorar la extraccion se podria usar la
extraccion en fase sélida y mejorando también la selectividad.

Asi en un futuro, el método podria ser utilizado para estudios de biodisponibilidad,
farmacocinética o monitoreo terapéutico en pacientes a dosis aun menores a la

utilizada en este estudio.
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