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Introduccién.

En el Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico (LEDEFAR) se
desarrollaron nanoparticulas para mejorar la biodisponibilidad de la curcumina,
la curcumina se ha utilizado en todo el mundo en la conservacion de alimentos
y en productos cosméticos.”) En cuanto al potencial terapéutico, el rizoma
seco y el polvo de la circuma se ha utilizado como medicina doméstica desde
tiempos antiguos: sus propiedades curativas y antiinflamatorios, incluso se
describen en los libros sagrados de Ayurveda. ® (Ayurveda es un sistema
basado en el conocimiento de la medicina donde se describen metodologias y
Unicas formulaciones de farmacos para el cuidado de la salud y la vida
humana ©).

Debido a la baja biodisponibilidad de la curcumina en plasma es necesario
contar con un equipo que nos permita cuantificar cantidades pequefias. La
Espectrometria de Masas de alta resolucion (HR- MS) se ha convertido en el
enfoque actual para hacer frente a algunos retos planteados en los métodos
bionaliticos.®

En particular, la espectrometria de masas de tiempo de vuelo (TOF/MS) y mas
recientemente, trampa de iones con cuadrupolo en lineal (TQ-MS/MS), ambos
acoplados a la cromatografia liqguida, han demostrado ser eficiente para la
investigacion metabolémica. El analisis cualitativo que corresponde a exigir
medidas de la masa y la composicion elemental, son fundamentales para una
caracterizacion de pequefias sustancias farmacolégicamente activas.®

Sin embargo la Cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de masas
(LC MS/MS) no esta exenta de problemas y a diferencia de los inmunoensayos
directos, los métodos LC-MS/MS requieren de la extraccion de proteinas vy,
preferiblemente, de otras substancias que interfieren en la muestra antes de un
analisis.®

Las proteinas pueden causar blogqueos en el equipo y sus componentes asi
como también efectos de la matriz de la muestra, lo cual puede tener efectos
nocivos en el analisis. Los efectos de la matriz son debidos principalmente a
las sales y los fosfolipidos que pueden alterar la eficacia de ionizacion.®
Mientras que las sales son relativamente faciles de eliminar, los fosfolipidos
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provocan mas de un problema, incluso con sofisticados procedimientos de
limpieza de la muestra.®

Por lo que se llevo a cabo en el LEDEFAR la optimizacion de tratamientos de
muestras mas eficientes para la limpieza de la matriz, entre los cuales estan
precipitacion de proteina (PP), extraccion en fase solida (EFS) y la extraccion
liquido-liquido (ELL), con la finalidad de evitar interferencias provocadas por
los componentes del plasma que puedan influir negativamente en la
cuantificacion del analito y de algunos parametros de validacion de métodos

bioanaliticos, asi también prolongar la vida util de la columna.

LEDEFAR
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Marco Teodrico.

2.1. Curcumina
2.1.1. Generalidades.

La curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) -1,6-heptadieno-3,5-diona) es
un pigmento amarillo natural aislado originalmente de la circuma (Curcuma
longa L.), un rizoma utilizado en la India durante siglos como una especia y
agente medicinal. Posee una amplia gama de propiedades farmacoldgicas.®
Anti-oxidante, antiinflamatorio, y propiedades antidepresivas. La curcumina
también ha sido reportada para mejorar la cicatrizacion de heridas. El uso de la
curcumina como una nueva sustancia quimica natural prometedora para la
quimioprevencion y la quimioterapia del cancer ha sido ampliamente estudiada
en los (ltimos afios.”

Sin embargo, la aplicacion clinica de la curcumina es limitada debido a su
pobre biodisponibilidad por su baja solubilidad en agua y mala absorcion.®

No obstante la escasa solubilidad en agua (0.0004 mg/mL a pH 7.3) y baja
biodisponibilidad de la curcumina puede ser superado mediante la aplicacién

de enfoque de entrega basado en la nanotecnologia.®
2.1.2. Las propiedades fisicas y moleculares de la curcumina.

La curcumina existe como un polvo de color amarillo brillante. El polvo extraido
contiene tipicamente aproximadamente un 75% de curcumina en adicion a los
derivados del compuesto original en forma de otros curcuminoides; 16%
demetoxicurcumina (DMC), y 8% bisdemetoxicurcumina (BDMC).*%

La molécula es lipofilica que consta de dos anillos aromaticos conectados por
dos grupos carbonilos insaturados y, por tanto, tiene poca solubilidad en agua.
La curcumina es fotosensible.?

La curcumina es inestable en condiciones alcalinas y se degrada en menos de
30 min. Bajo condiciones acidas, la velocidad de descomposicion se reduce

significativamente, menos del 20 % de la curcumina total es degradada en 1h.
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Esto puede explicar porque la curcumina parece ser estable dentro del tracto

gastrointestinal en donde el intervalo de pH es 1-6.9

2.1.3. Monografia de la Curcumina.

Biodisponibilidad

Toxicidad

Color

Solubilidad

Punto de Fusién

Foérmula molecular

Peso molecular

Espectrofotometria

Estabilidad a pH

Los estudios in vivo reportan una biodisponibilidad sistémica
limitada de curcuminoides, con la mayor parte de la dosis oral
excretada en las heces y las dosis intravenosas e
intraperitoneales son excretadas en la  bilis. La
biodisponibilidad de la curcumina puede ser aumentada in

vivo de diez veces con el uso de nanoparticulas.”

Poca toxicidad demostrable se observa in vivo en dosis de

hasta 5 g / kg.?

Polvo de color amarillo- naranja.“?

Escasa solubilidad en agua (0.0004 mg/ml a pH 7.3)® y éter,
pero soluble en etanol, dimetilsulféxido, y acetona.®

183 °C. ™V

Ca1H2006.1"

368.37 g /mol.V

La maxima absorcién (Amax) en metanol se produce a 430

nm y en acetona entre 415-420 nm. Una solucion al 1 % de

curcumina presenta 1.65 unidades de absorbancia.?

La curcumina presenta un tono amarillo brillante entre un pH
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de 25 a 7y rojo a pH> 7. Es estable a pH acido, pero

inestable a pH neutro y basico.®V

Estructura quimica CH,0

de la Curcumina
OH OH

2.2. La Sangre.
2.2.1. Generalidades

La sangre es un tejido con caracteristicas particulares. Como tal, puede ser
extraida del organismo y de ella se puede separar una gran cantidad de
componentes.*?

Es la muestra biolégica de eleccidén en general para detectar sustancias téxicas y
para realizar analisis cuantitativos. Las muestras deben ser obtenidas de vasos
periféricos; de donde se obtienen los resultados mas representativos de las
concentraciones de cualquier sustancia, que en particular pueden ser detectadas
en este fluido corporal.®®

En general, para preservar las muestras de sangre se utilizan anticoagulantes
particulares para cada analisis. Las muestras deben ser agitadas suavemente pero
uniformemente para permitir la homogenizacion y adecuada mezcla con las
sustancias preservantes.®®

En general un perro puede donar 450mL de sangre.
2.2.2. Componentes de la sangre.
La sangre esta formada por una parte liquida, el plasma (aproximadamente el

60%), y por una parte sélida (aprox. el 40%), formada por los eritrocitos, leucocitos

y plaquetas (figura 1).*%
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l. Parte solida.
Glébulos Rojos: Los globulos rojos o eritrocitos son responsables del transporte
del oxigeno y dioxido de carbono.™®
Glébulos blancos: Los glébulos blancos (o leucocitos) llevan a cabo los
mecanismos de defensa del organismo contra infecciones. **
Plaguetas: Las plaguetas intervienen en el proceso de coagulacion sanguinea y
otras alteraciones. ™

. El plasma.
El plasma del hombre, perro, caballo y buey; tiene la caracteristica de ser un
liquido homogéneo, incoloro 0 muy poco amarillento y algo viscoso.®
El pH del plasma de los perros es de 7.4.4"
El plasma es un liquido compuesto en mas del 90% por agua, que tiene la funcion
de disolvente y medio de transporte. El resto del plasma estd formado por
proteinas plasmaticas, lipidos, glucidos, sales minerales y otras sustancias
disueltas.®* ¥
Proteinas: Entre las proteinas plasmaticas encontramos la albumina (54%),
sintetizadas en el higado. Sus principales funciones son el transporte de ciertas
sustancias y regular el volumen de sangre.®? 4
Otra de las proteinas importantes que encontramos son las globulinas (38%)
El fibrindbgeno y los factores de coagulacion son muy importantes en los procesos
de reparacion y de coagulacién de la sangre. ¢ 1%
Productos de desecho: EIl cuerpo tiene constantes procesos de fabricacién y de
degradacion de sustancias como, por ejemplo, de proteinas.®®
Los productos de las degradaciones son transportados hacia los o6rganos
encargados de su expulsion o transformacién. ¥
Nutrientes: La sangre es encargada de llevarlos a las células para que puedan
nutrirse, repararse, obtener energia. %
Electrolitos: Se obtienen principalmente de las sales en nuestra dieta. Su funcion

principal es mantener el equilibrio hidroeléctrico entre el medio y las células. ¥
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Figura 1. Componentes de la Sangre.
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En la tabla 1 se muestran los hemoderivados y algunos componentes que se

pueden encontrar en algunos rangos de temperaturas.

Tabla 1. Caracteristicas y almacenamiento de hemoderivados.®®

Hemoderivados

Caracteristicas

Almacenamiento

Sangre Completa

Todos los componentes de la sangre

Sangre completa

almacenada

Se deterioran la funcién paqueteria y los

factores de coagulacion

Se refrigera de 1°C a
-6°C

Plasma fresco

Contiene albumina, inmunoglobulinas, factores

e inhibidores de la coagulacion.

Se separa antes de 4
horas y se usa antes
de 24 horas.

Plasma

almacenado

Menor concentracion de factores funcionales

Se refrigera de 1°C a
-6°C

Plasma

congelado

Carece de factores V, VIl. Concentracion
adecuada de factores dependientes de la

vitamina K, albumina e inmunoglobulinas.

Se almacena en
congelacién de -20°C
a -24°C
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2.3. Componentes del plasma que afectan la lectura de analitos en

Espectrometria de masas.
2.3.1. Fosfolipidos enddgenos.

Los Fosfolipidos enddgenos que estan presentes en altas concentraciones en
matrices bioldgicas, tales como en el plasma y que se han implicado en la causa

de la supresion de iones.*?

Hay una amplia variedad de Glicerofosfocolinas (GPCho) encontradas en el
plasma (raton, rata, conejo, perro, mono, y humano). El alquilo de lipidos, acilo, y
éster de 1-alquenilo, tienen longitudes de cadena que puede variar desde 16 hasta

22 &tomos de carbono y contienen de 0 a 6 sitios de insaturacion (figura 2).%°

R R
}
m/z 184, +2H [s) m/z 184, +2H o
~ S
& /CH:, 0 ‘ CH; (o)
bt N ) ° a
/\/\0/\ [ /\/\o/\_
H,C o R' HLLC o H
m/z104, +H &
GPCho 2-lyso GPCho
R = acyl, alkyl, or 1-alkenyl R = acyl, alkyl, or 1-alkenyl

R' = acyl

Fiaura 2. Estructuras para Glicerofosfocolinas.

Los fosfolipidos son extremadamente abundantes en las membranas biologicas y
se forman a partir de glicerol (fosfoglicéridos) o esfingosina (esfingomielinas). Los
fosfoglicéridos se componen de glicerol, una o dos cadenas de éster de acidos
grasos, y un alcohol fosforilado; mientras que la esfingomielina se compone de

esfingosina, una amida de acido graso enlazado, y una fosfatidilcolina.®”

Algunos investigadores han descrito la supresion de iones como un fendbmeno

que tiene efecto en la desolvatacibn o como resultado de la competencia por un

8
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exceso de cargas en la superficie de la gotita. Bradamante (1990) caracteriz6 la
composicion de fosfolipidos de plasma. Las Glicerofosfocolinas (GPCho)
representan casi el 70% (expresado en % en moles de fosforo) de los fosfolipidos
plasmaticos totales y los Lisofosfolipidos representan casi el 10 % del total de

fosfolipidos.°2Y

Algunas investigaciones de los efectos de la matriz actuales indican que estos
fosfolipidos plasmaticos residuales son una fuente importante en la supresion de
iones e identificaron fosfolipidos especificos que causan los efectos de la matriz.
La Fosfatidilcolina contiene fosfolipidos que consisten tanto en un grupo de cabeza
polar, que contiene un grupo fosfato cargado negativamente y un grupo amina
cuaternaria con carga positiva, y uno o dos alquilo de cadena larga (s). El grupo de
cabeza polar imparte fuerte caracter i6nico a los fosfolipidos, mientras que las
cadenas de alquilo largas los hacen extremadamente hidrofébicos. Analitos no
polares, corren un riesgo significativo de co-elucidon con estos fosfolipidos.
Ademas, los fosfolipidos residuales, si no eluyen totalmente de la columna
analitica, pueden acumularse en la columna y reducir significativamente la

duracioén de la columna.®®

Se han reportado estudios donde los fosfolipidos podrian eluir en una amplia gama
de tiempos de retencién y tenido efecto significativo en la matriz cuando coeluyen
con el analito de interés. Por lo tanto, la columna analitica no siempre puede
separar el analito de interferencias con el fin de evitar la supresién de iones. La
eliminacion de los fosfolipidos mediante el tratamiento de las muestras se
convierte en una fase alternativa y critica hacia la superacion de iones y el efecto

de la matriz.®V

2.3.2. La Supresién de lones.

Un reto fundamental en la espectrometria de masas es la produccién de iones en
fase gaseosa, la produccion de estos iones en fase gaseosa pueden dificultar el
anélisis por espectrometria de masas de ciertas de moléculas.®

La supresion de iones resulta en la reduccién esporadica de la intensidad de la

sefial. ®® Diferentes muestras de plasma de la misma especie pueden producir

9
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diversos efectos en las curvas de calibracion y afectan la pendiente de la curva
estandar y la precision.*® En consecuencia, el Limite inferior de cuantificacion
para los métodos bioanaliticos altamente sensibles podria ser dificil de lograr.* 2%
Las reacciones que ocurren durante la produccion de iones en fase gaseosa
pueden conducir a la pérdida de carga neta en el analito, probablemente este
proceso no sea el mas importante implicado en la supresion de la ionizacion, esto
se debe a los cambios en las propiedades de las gotitas de la solucién producidas

por la presencia de solutos no volatiles®

y a la falta de selectividad (coelucion de
compuestos enddgenos, tales como lipidos, fosfolipidos, acidos grasos)?® 2
considerados como la principal causa de la supresion de la ionizacion en
ionizacién por electrospray (ESI) de extractos biolégicos.®

En la Fase movil aditivos tales como trietilamina (TEA) y &cido trifluoroacético
(TFA) también pueden conducir a la supresidn de iones en aplicaciones de
cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de masas. La trietilamina y el
acido trifluoroacético se utilizan a menudo para reducir el pico de colas en
cromatografia liquida. lones de supresion de trietilamina tiene lugar a través de la
formacion de un complejo con el analito con carga positiva, que conduce a un
efecto de enmascaramiento. El uso de otros reactivos tales como el acido formico,
el &cido acético, el uso de TFA en conjuncién con acetato de amonio 10 mM, o
adicion de 1 % de &cido propidnico a la fase moévil puede resolver este
problema.®”

King, R. (2000) evalud la hipétesis de que la supresion de la ionizacion se debe a
la presencia de soluto no volatil en solucion con el analito, usando acetato de
amonio como un soluto volatil, un aditivo comun de fase mévil en cromatografia
liquida acoplada a un espectrometro de masas que no causa la supresién de
ionizacion significativa, y sulfato de amonio como un soluto no volatil, una sal que
causa la supresion de ionizacion significativa. Observando que el sulfato de
amonio un soluto no volatil podria ser responsable de la supresion de iones en la
ionizacion por electrospray.®®

El material no volatil puede precipitar a medida que se evapora el disolvente y
llevar analito en el precipitado como una impureza.®®

Aunque disolventes y componentes de la fase moévil pueden causar supresion de

iones, su impacto es relativamente insignificante en comparacion con la supresion
10
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de iones generados por la presencia de materiales endégenos en muestras
bioldgicas, es decir, efectos de matriz.?®

Es probable observar una supresion de iones en lonizacion por Electrospray
debido los fosfolipidos enddgenos que han sido identificados como una fuente
importante de los efectos de la matriz, es importante considerar la limpieza general
de extractos de la muestra, lo que se refiere a la reduccion de la concentracion de
material endégeno que puede depositarse sobre una columna analitica , que
puede influir negativamente en la robustez del ensayo, minimizar el tiempo de vida
de la columna y esto exige un mayor mantenimiento del espectrémetro de

masa.®®
2.3.3. Efectos de la matriz en la respuesta del Detector de Masas.

Efectos de la matriz “se pueden describir como la diferencia entre la respuesta de
espectrometria de masas para un analito en la solucién estandar y la respuesta
para el mismo analito en una matriz biolégica, tal como el plasma”.® 2% 39

Efectos de la matriz pueden por lo tanto limitar la utilidad de la cromatografia
liquida acoplada a un espectrdmetro de masas para el analisis cuantitativo, que
incluye la supresién o mejora de iones, disminucion o aumento de la sensibilidad
de analito con el tiempo, el aumento de linea de base, la imprecision de los
resultados.® 3%

Efectos de la matriz también pueden ser causados por la eleccién de recipiente de
almacenamiento de muestras y anticoagulante. Bakhtiar, R. (2007) realiz6 algunos
estudios que han demostrado que Li-heparina se debe evitar para muestras de
plasma que requieren de un analisis por cromatografia liquida acoplada a un
espectrometro de masas. Se recomienda un estudio inicial de la marca de envases
plasticos y anticoagulantes, antes del desarrollo del ensayo. En el laboratorio, a
menudo se utiliza EDTA de sodio como anticoagulante. También los estudios han
demostrado que el EDTA mejora la tasa de éxito de la transferencia de plasma en
los protocolos de procesamiento de muestras automatizadas debido a los
incidentes relativamente mas bajos de la formacién de coagulos.®®

Efecto de la matriz no soOlo se relaciona con el proceso de ionizacion de la

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas. También pueden ser
11
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causados por técnica de extraccion, procedimiento cromatografico incluyendo
constitucion de la fase movil, velocidad de flujo, la columna analitica. Esto también
debe tenerse en cuenta al desarrollar los métodos, donde se requiere un analisis
preciso, exacto y reproducible. ®% 30

La forma mas eficaz para eliminar el efecto de la matriz que afecta la veracidad y
la precision del método analitico es utilizar la técnica de adicion estandar. Ademas
el estandar es especialmente apropiado cuando la composicion de la muestra es

desconocida o compleja y afecta la sefial analitica.

2.3.3.1. LaHemolisis.

La hemdlisis es el proceso de destruccién de los hematies, que conlleva a la
liberacion del contenido intraeritrocitario en el plasma alterando su composicion.V
La principal molécula intraeritrocitaria es la hemoglobina, que tiene un espectro de
absorcién caracteristico del grupo Hem, con un pico de 405 nm y varios picos entre
500-600 nm, lo que produce un color rojizo en el plasma proporcional a la

hemoglobina liberada. Se suele definir la hemalisis como la aparicion en plasma de
mas de 0,3 g/l de hemoglobina, se considera esta concentracion como la minima
detectable visualmente.®?

La hemodlisis, un tipo especial de efecto de la matriz, también puede tener un
impacto en la cuantificacion del analito.®®

La hemdlisis es un proceso que ocurre durante o después de la colecta de sangre,
en el que la lisis de globulos rojos produce la liberacion en el plasma de los
pigmentos de la sangre tales como la hemoglobina y de bilirrubina y
concentraciones de sal elevadas, tales como potasio, originando un color rosay
produce un color rojo en el plasma.®3 3%

La cantidad de interferencia del analito dependera del grado relativo de hemalisis o
la intensidad del color de la muestra (Figura 3) y ha sido la razén para el rechazo

de muestras en los laboratorios de diagnéstico clinico.®?

12
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mg/dl T

Plasma que contiene aproximadamente el
equivalente al 2% de sangre entera hemolizada.

Figura 3. Escala utilizada para medir el grado de hemdélisis en muestras de
plasma.

Durante la realizacion de un estudio clinico para el analisis de la farmacocinética
del farmaco (PK), las muestras de sangre se extraen en diversos puntos de
muestreo y se procesa normalmente el plasma o suero para el analisis por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas. Mientras se toman
medidas para minimizar la hemdlisis en el momento de la extraccion de sangre
(por ejemplo, el uso de un catéter de plastico, un manejo cuidadoso durante la
toma de muestra sanguinea, procesamiento y transporte) algunas muestras
hemolizadas son inevitables. El rechazo de muestras hemolizadas en un estudio
de la farmacocinética del farmaco no es conveniente, ya que puede conducir a
perfiles plasmaticos incompletos en concentracién-tiempo que, sobre todo en torno
a la Cmax, lo que potencialmente podrian afectar a los resultados del estudio. Por
lo tanto el efecto de la hemdlisis es un tipo especial de efecto de la matriz que
incluye el impacto de los contenidos de las células rojas de la sangre lisadas en la
cuantificacion del analito. La hemdlisis puede tener un impacto dramético en la
cuantificacion del analito y requerir la modificacion de la extraccion y/o técnicas
cromatograficas para garantizar la aplicacion de métodos de bioanalisis exactos,

precisos y robustos para soportar los ensayos clinicos.®?

13
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2.4. Tratamientos para separacion de proteinas plasmaticas en la

cuantificacion de farmacos (curcumina).

La importancia primordial de la correcta limpieza de la muestra es: el método mas
simple y mas rapido para la preparacién de muestras.®

En general, existen tres enfoques comunmente utilizados para el procesamiento de
muestras: Extraccion en Fase solida (EFS), Extraccion Liquido-Liquido (ELL), y

Precipitacion de Proteinas (PP).% 3¢

2.4.1. Precipitaciéon de Proteinas.

La técnica de Precipitacion de Proteinas es rapido, de bajo costo y facil de aplicar

a una amplia clase de pequefias moléculas,®®

presenta varios inconvenientes. En
un procedimiento de Precipitacion de Proteinas, a menudo un volumen igual o
superior (por ejemplo, 1:3) de acetonitrilo (0, metanol, etanol, acetona) se afiade a
una muestra de plasma, que contiene una muestra de prueba, asi como un patron
interno. La muestra se mezcla y se centrifuga dando como resultado la formacion
de un granulo de proteina y su correspondiente sobrenadante. El sobrenadante se
transfiere, se seca, reconstituye, o directamente es inyectado en una columna de
Cromatografia Liquida. Este procedimiento es facilmente aplicable a una serie de
diversos grupos de moléculas pequefas. Sin embargo, la Precipitacion de
Proteinas carece de especificidad y selectividad comparada con Extraccion en

Fase solida o Extraccion Liquido-Liquido. ®®

Es mas probable que Precipitacion
de Proteinas pueda causar la supresion de iones en la lonizacion por Electrospray,
ya que este método no es eficiente para eliminar suficientemente los compuestos
endogenos (por ejemplo, lipidos, acidos grasos, colesterol, péptidos enddégenos, y
las proteinas plasmaticas residuales) que compiten con el analito(s) durante la
ionizacion o afectan el proceso de solvatacion. ®® Ademas, los compuestos que se
unen a la proteina pueden producir baja recuperacion en el procedimiento de
Precipitacion de Proteinas.” 3" El procedimiento de Precipitacién de Proteinas
también es mas exigente ya que el equipo requiere frecuente limpieza, debido a la

interferencia de compuestos endégenos y contaminantes.®®

14
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2.4.2. Extraccion liquido-liquido.

La Extraccion liquido-liquido (ELL), ha sido atil para el analisis de xenobidticos en
fluidos biologicos. La Extraccidén liquido-liquido puede ser disefiada para ser
altamente selectiva, rentable, produciendo extractos de muestras mas limpias. La
Extraccion liquido-liquido es un procedimiento de transferencia de masa donde
una muestra acuosa (por ejemplo, fluido biolégico que contiene analito) esta en
contacto con un disolvente inmiscible que exhibe selectividad preferencial hacia
uno o mas de los componentes en la muestra acuosa (por ejemplo , plasma o
sangre entera). Uno de los factores determinantes en una alta recuperacion en un
proceso de Extraccion liquido-liquido, es la neutralizacion del analito por la
manipulacion del pH y posterior extraccion por un disolvente orgénico (por ejemplo,
acetato de etilo, hexano, ciclo- hexano, metil ter-butil éter). Los valores tipicos de
pKa para los acidos podrian abarcar de 3,0 a 5,0, por lo tanto, el pH puede ser
manipulado de 1,0 a 3,0, con el fin de producir la conversion de un acido a su
forma neutra. Con el fin de evitar cualquier contaminacion de pozo a pozo durante
la Extraccion liquido-liquido, el procesamiento de la muestra (por ejemplo,
agitacion y centrifugacion), a menudo se utilizan PTFE / silicona esteras o esterillas
de PTFE con liners de silicona moldeadas que han demostrado ser muy
eficientes.®)

A menudo la Extracciéon liquido-liquido (ELL) produce extractos mas limpios, los
procedimientos suelen ser engorrosos y tienen muchas dificultades. Generalmente
se necesitan etapas de extraccion multiple para aumentar la recuperacion del

analito y obtener extractos mas limpios.®®
2.4.3. Extraccion en Fase sélida.

En un procedimiento de Extraccion en Fase soélida, un material sorbente solido tal
como silice- alquilo unido se empaqueta en un cartucho, en un disco, 0 en un
formato de placa de 96 pocillos, y realiza esencialmente la misma funcién que el
disolvente organico en la Extraccion liquido-liquido. Esto es particularmente critico
en la reduccion de iones de supresion por los componentes matriciales que eluyen,

cuando se usa una interfaz ESI para el andlisis LC -MS. En general, el orden de
15
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supresion de la respuesta de ESI es Precipitacion de Proteinas > Extraccion en
Fase sélida > Extraccion liquido-liquido, donde la extraccion liquido-liquido
produce la menor cantidad de pérdida de iones de analito. Dependiendo de la
estructura del compuesto (hidrofobicidad y funcionalidades ionizables) se

necesitan medidas especificas para optimizar la recuperacion de la muestra.®®
2.5. Espectrometria de Masas.
2.5.1. Generalidades.

En 1913 JJ Thomson, construye su famoso aparato de rayos positivos en
Cambridge (Pardbola Espectrogréfica),®® él descubri6 que descargas
eléctricas en gases producian iones y que estos rayos de iones podian adoptar
diferentes trayectorias parabdlicas de acuerdo a su masa cuando pasaban a
través de campos electromagnéticos.”? Su trabajo confirmé el concepto de
isétopos y proporciond una explicacion de las desviaciones de los pesos
atomicos determinados mediante técnicas quimicas de la "regla del nimero
entero". Este logro marca el inicio del campo de la espectrometria de masas.
Su alumno Aston extendié este trabajo mediante la construccion de un
instrumento que llamamos propiamente un espectréometro de masas.®® Aston
fue quien disefio varios espectrometros de masas (figura 4) en los cuales los
iones eran dispersados por sus masas y enfocados de acuerdo a su velocidad.
Esto permiti6 mejorar el poder de resolucion de masas y el posterior
descubrimiento de isotopos de diferentes elementos que estan presentes en la
naturaleza Thomson recibié el Premio Nobel de Fisica en 1906 y Aston el
Premio Nobel de Quimica en 1922.(%?

En la década de los 40°s se construyeron los primeros espectrometros de
masas disponibles comercialmente por medio de diferentes compafiias de
Europa y Estados Unidos. En esta década también se desarrollo el
espectrometro de masas de tiempo de vuelo (time-of-flight, TOF), un concepto
propuesto como un analizador mas barato y simple, en el cual los iones son
separados en base a sus diferencias en velocidad cuando son acelerados en

un tubo de vuelo lineal.??
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Figura 4. Unaréplica del tercer espectrometro de masas de Aston.

2.5.2. Fundamento de la Espectrometria de Masas.

Un Espectrometro de Masas es un instrumento que mide las masas de
moléculas individuales que han sido convertidas en iones a partir de moléculas
en fase gaseosa (ionizacion). Un espectrometro de masas no mide la masa
molecular directamente, pero mide la relaciébn masa/carga de los iones formados
de las moléculas.?* 39 E| principio de la espectrometria de masas es la
produccion de iones a partir de compuestos neutros y la observacion de la
subsiguiente descomposicion de esos iones. Estos iones descompuestos
(fragmentos que también poseen carga) se mueven rapidamente y son
“clasificados” de acuerdo a su relacion m/z (masa/n°® de cargas del ion). El
espectrometro de masas no solo clasifica los fragmentos, sino que ademas mide
la cantidad que se forman de ellos.“?

Cuando a una molécula se le suministra una determinada energia la molécula
se descompone siguiendo un patron concreto en el que se obtienen siempre los
mismos fragmentos y en la misma relacién de intensidad. Este patron concreto
se representa graficamente en el espectro de masas, al que denomina por esta

razon “huella digital de la sustancia”.“*?

2.5.3. Componentes del Espectrometro de Masa.

La Espectrometria de masa es una de las mas poderosas herramientas

analiticas disponibles, que es capaz de proveer informacién acerca de:
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1) La composicion elemental de las muestras.

2) La Estructura de moléculas organicas y biologicas.

3) El andlisis cualitativo y cuantitativo de mezclas complejas.

4) La estructura y composicion de atomos en las muestras.

5) La proporcion isotopica de atomos en las muestras.

Los espectrémetros de masas tienen siete componentes mayores (figura 5): un

sistema de entrada, una fuente de iones, un analizador de masas, un detector,

un sistema de vacio, procesador de sefial y un sistema de datos. El sistema de

entrada, junto con la fuente de iones y el tipo de analizador de masas definen el

tipo de espectrometro y las capacidades del sistem

Muestra

[_ 107510 ® torr

| Sistema de
entrada

Fuente
de iones

Analizador I

a.(22.39)

-

de masas J

Sistema
de vacio

Detector

Procesador
de la sefal

Dispositivo |

de lectura

Figura 5. Componentes de un Espectrometro de Masas.

2.5.4. Introduccién de la muestra.

De acuerdo con la naturaleza de la muestra a estudiar, se utiliza principalmente

tres métodos para la introduccién de muestras.

(22, 38, 39, 41)
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[) Introduccion indirecta
II) Introduccion directa

[l) Introduccion a partir de un cromatégrafo.

l.-Introduccién indirecta: En este sistema, la vaporizaciéon de la muestra se
realiza en un recipiente externo al espectrémetro; un balén de vidrio o de metal
esmaltado interiormente que se mantiene a temperatura elevada. ?? 38 41

Este método de introduccion es aplicable para el analisis de gases, liquidos de
punto de ebullicién inferior a 200 °C, o soélidos sublimables. El balén utilizado
para la introduccion indirecta debe tener una capacidad de un litro
aproximadamente. % 41

[l.-Introduccién directa. En este sistema, se introduce la muestra directamente
en la fuente de iones por medio de una varilla metélica, que lleva en la punta un
capilar conteniendo la muestra (figura 6).%% 9

La muestra se calienta en el capilar, bien directamente a través de la varilla, o
bien indirectamente por medio de una resistencia de valvulas para evitar alterar
el vacio que se mantiene en el interior del aparato. > V)

El sistema de introduccion directa, presenta como principal problema el hecho
de que las muestras cristalinas no vaporicen de manera continua, lo que origina
que la presién en el interior del equipo no permanezca constante. Otro
inconveniente que presenta este sistema, es que si la muestra va acompafnada
de impurezas volatiles, éstas se vaporizaran antes que la muestra, de forma que

existe el riesgo de obtener el espectro de la impureza. ¢ 4%

Figura 6. Sonda de introduccion directa.
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lll.-Introduccion a partir de métodos cromatograficos. Este sistema de
introduccion de la muestra se ha popularizado para el analisis por
espectrometria de masas de mezclas de compuestos, ya que realiza la
separacion de los diversos componentes de la mezcla.®? !

Las separaciones cromatograficas son esenciales en el analisis de mezclas
complejas compuestas de diferentes analitos 0 componentes de la matriz. Esto
es para proporcionar la deteccion de analitos individuales sin interferencia de
otros analitos o componentes de la matriz. Esto puede proporcionar la mejora de
los limites de deteccion y evitar la no deteccion de analitos presentes en
concentraciones bajas causadas por enmascaramiento de analitos de alta
concentracion. Una segunda razén para aplicar separaciones cromatograficas
es diferenciar entre isdmeros, que tienen el mismo peso molecular y por lo tanto
son detectadas con la misma m/z. La cuantificacion o identificacion de los

isomeros separados requiere la separacion antes de la deteccion.®®

2.5.5. Fuentes de ionizacion.

Existen técnicas de ionizacién en las que la energia impartida hace que las
moléculas s6lo adquieran carga (ionizacidn suave), y técnicas de ionizacion en
las que la energia impartida es de mayor magnitud, por lo que la molécula se
rompe y forma fragmentos cargados. Las moléculas que s6lo adquirieron carga
sin ser fragmentadas se conocen como iones moleculares; las moléculas que
ademas de ionizarse se fragmentaron se conocen como productos o fragmentos
i6nicos. % 49

La funcion de la fuente de ionizacién en un equipo de Espectrometria de Masas
es aplicar energia a la muestra para generar moléculas cargadas positiva o
negativamente, ya que para medir las moléculas por espectrometria de masas
éstas deben estar “eléctricamente cargadas” (iones).® 4

Cuando el sistema de introduccion de muestra es un acoplamiento a
Cromatografia de Gases (GC), la muestra se encuentra en estado vaporizado y

la Unica funciéon de la fuente de ionizacién es ionizar las moléculas neutras
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(conferirles carga) por aplicaciéon de una determinada energia. En este tipo de
acoplamientos la ionizacién se produce en estado de vacio. ¢

En el caso de los acoplamientos a Cromatografia de Liquidos (LC), las fuentes
de ionizacién son interfases méas sofisticadas que han tardado casi mas de 30
afios en ser desarrolladas. Este lento desarrollo se ha debido a que en el
acoplamiento a Cromatografia de Liquidos, la muestra se encuentra disuelta en
el efluente procedente del sistema. Esto resulta incompatible con el alto vacio
requerido en la espectrometria de masas. Por esta razén, las interfases o
fuentes de ionizacion desarrolladas han tenido la doble funcion de eliminar el
disolvente (normalmente presente en ordenes de 0.05-0.5 ml/min), y vaporizar la
muestra e ionizarla. En este acoplamiento, la ionizacion se produce a presion

atmosférica. ¢% 39

I. El Impacto Electrénico (Electron Impact EI) o comunmente llamado
lonizacién Electronica (Electron lonization EI) es un método clasico de
generacion de iones en espectrometria de masas. El analito es introducido
dentro de la fuente de ionizacién que esta al vacio (<10° mbar) y
subsecuentemente ionizado por colisiones con un flujo de electrones.[ 3]

Los electrones son producidos por emision termionica desde un filamento de
tungsteno o renio. Una corriente tipica de un filamento es del orden de 1x10™
amperios. Estos electrones salen desde la superficie del filamento y son
acelerados hacia la cAmara fuente de iones la cual es mantenida a un potencial
positivo (igual al voltaje de aceleracion). Los electrones adquieren una energia
igual al voltaje entre el filamento y la camara fuente (tipicamente 70
electronvoltios, eV). La trampa de electrones se mantiene a un potencial fijo
positivo con respecto a la camara fuente. Una porcién del haz de electrones
golpeara la trampa de electrones produciendo la corriente de la trampa. Esta es
usada como un circuito de retroalimentacion para estabilizar el haz de
electrones. ¢ 38:39)

Un iman permanente se coloca a lo largo de la cAmara fuente para producir un
fluo magnético paralelo al haz de electrones. Esto causa que el haz de
electrones tome una direccion de espiral desde el flamento hasta la trampa,

aumentando la probabilidad y la eficiencia para ionizar el analito. Las moléculas
21
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de analitos gaseosos son introducidas en la via del haz de electrones en donde
son ionizados por interacciones electronicas con el haz de electrones. La
ionizacion puede realizarse también por impacto directo de un electron con una
molécula de analito.“”

La muestra es introducida por medio de una sonda directa (direct probe)
operada de 20 a 500°C o por medio de un cromatégrafo de gases. Las muestras
deben ser de polaridad baja o media y con cierta estabilidad térmica, ademas de
que deben ser evaporadas antes de su ionizacion. El proceso de Impacto

Electrénico causa mucha fragmentacion de las moléculas lo cual puede tener

ventajas en la deduccion de su estructura (Figura 7). @V
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Figura 7. Esquema de una fuente de lonizacién Electronica

II. La lonizacibn Quimica (Chemical lonization Cl) es un método de
ionizacion relativamente suave, y es el primer método de ionizacién suave
introducido a la espectrometria de masas. La ionizacion es afectada por

reacciones sobre la molécula con iones de un reactivo gaseoso generados por
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medio de ionizacién de impacto electrénico (EI) con moléculas del analito
neutras. > Y

El reactivo gaseoso es empleado con un exceso de 103-104 veces la molaridad
del analito. Esto puede ser logrado al usar un volumen de iones bastante
pequefio en comparacion a las condiciones de impacto electrénico. El volumen
de reactivo gaseoso se controla por medio de una valvula. Entre los agentes
gaseosos utilizados se incluyen el metano, el isobutano y el amoniaco,
formando iones CHs',C4Ho', y NH;  respectivamente como especies
predominantes.®

La muestra es introducida por medio de una sonda directa (direct probe) a una
temperatura de operaciéon de 20 a 500°C (para solidos y liquidos de baja
volatilidad, asi como liquidos y gases) o por medio de un cromatografo de gases
(mezclas). Los analitos deben tener polaridad baja o media, asi como
estabilidad térmica. La ionizacion quimica genera iones de energia interna
relativamente baja, exhibiendo un bajo nivel de fragmentacion, la evaporacién

del analito antes de su ionizacién es el paso critico.?

lll. La lonizacion por Electrospray (ESI) es uno de los métodos de ionizacion
mas recientemente desarrollados en espectrometria de masas. El disefio y
operacion de fuentes de ionizacién por electrospray usadas comunmente en los
espectrometros de masas estan basados en disefios descritos por Fenn y
colaboradores en 1985. Este método, es llevado a cabo a presion atmosférica a
diferencia de otros métodos, por lo que se le conoce también como un método
de ionizacion a temperatura ambiente (atmospheric pressure ionization API). La
lonizacién por Electrospray es ampliamente utilizada en aplicaciones de ciencias
bioquimicas y biomédicas debido a su capacidad de analizar moléculas
altamente polares tales como péptidos, oligonucleétidos y oligosacéridos. ¢ 4V

En el proceso general de Electrospray (figura 9), que ocurre en la punta del
emisor (capilar o aguja), una solucion acuosa acida o basica (dependiendo del
la muestra) diluida del analito (10 - 10™ molar) es rociada desde la punta del
emisor en el cual se aplica un potencial de 3 - 4 kV, la solucion debe proveer
conductividad eléctrica que puede ser obtenida por el uso de analitos iGnicos o

aditivos ionicos tales como buffers o por algun grado de disociacion electrolitica
23
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del solvente. El liquido comienza a salir de la aguja, incrementa su carga y
asume una forma conica, llamada cono de Taylor (figura 8), en honor a G.I.
Taylor quien describié este fendbmeno en 1964. El liquido asume esta forma
cuando incrementa su carga ya que una forma cilindrica puede retener mas
carga que una esfera. En la punta del cono, el liqguido cambia de forma a una
linea fina, que se vuelve inestable ya que es forzado a retener mas y mas carga,
y finalmente llega a un punto critico donde no puede soportar mas carga
eléctrica y la solucion entonces se dispersa en forma de niebla de pequefias
gotas (de menos de 10 mm de diametro) altamente cargadas que vuelan
buscando una superficie de carga opuesta. Debido a que las gotas estan
altamente cargadas con la misma carga eléctrica se repelen fuertemente, las
gotas vuelan y se dispersan cubriendo un area cada vez mayor y se van
reduciendo de tamafio ya que las moléculas de solvente se evaporan en su
superficie, y la distancia entre las moléculas cargadas disminuye
dramaticamente (figura 9). Si la gota no encuentra donde disipar su carga, las
cargas eléctricas llegan a un estado critico y la gota explota violentamente. Este

proceso fue originalmente observado por el fisico John Zelany en 1914.%2 39

Taylor
cone

/

1 4
he——= Plume
o

Needle tip

Figura 8. Cono de Taylor

Aln no existe una explicacion 100% aceptada de lo que le sucede a las gotas,

pero algunas de las teorfas son:%? 39
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1. Modelo de Residuo Cargado (charged residue model) de Dole. Las gotas
sufren repentinamente explosiones coulombicas produciendo gotas mas
pequefias y mas pequefias que finalmente contendran solo una molécula

cargada y quiza algunas moléculas de solvente.

2. Modelo de Evaporacion lénica (ion evaporation model) de Iribarne y
Thomson. Ocurre la expulsibn de moléculas cargadas para reducir la

densidad de carga de la superficie.

3. La gota original sobrevive después de haber expulsado algunas microgotas

cargadas.

HeducTicn |

o o &
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@ 8@
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Y i
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Figura 9. Reduccién de tamafio de gota en lonizacion por Electrospray.

De cualquier forma, el proceso termina con moléculas cargadas que pueden
todavia llevar moléculas de solvente. El proceso de evaporacién y rompimiento
de gotas se repite hasta que el tamafo y carga de las gotas desorba moléculas
protonadas dentro de la fase gaseosa, donde pueden ser dirigidas en el
espectrometro de masas por medio de campos eléctricos apropiados (figura
10).?
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Figura 10. Esquema de una fuente de lonizacion por Electrospray.

IV. lonizacion Quimica a Presion Atmosferica (APCI). En la ionizacion APCI
el procedimiento de formacién del spray es el mismo que en la lonizacion por
Electrospray pero ahora lo que se produce es una fuerte descarga en la fuente
que produce un plasma de iones reactivos del disolvente que origina el
mecanismo de ionizacion de la muestra por ionizacidbn quimica (CI),
normalmente por adicidon o cesién de un proton. Este mecanismo, que coexiste
con el de evaporacion iénica, produce abundantes iones (M+H)+ positivos, y (M-

H)- negativos (figura 11). ?%3®

LC-MS
IONIZACION A PRESION ATMOSFERICA
ATMOSPHERIC PRESURE IONIZATION (API)
MECANISMO DE EVAPORACION IONICA

r EVAPORACION
P+ lOHlCAv
S

FUERZAS
CULOMBIANAS
REPULSORAS

Figura 11. Esquema de una fuente de lonizacion a Presion Atmosférica.

En la tabla 2 se muestra algunas caracteristicas y limitaciones de las diferentes
técnicas de ionizacion acopladas a los diferentes equipos Cromatograficos
(Cromatografia de Liquidos y Cromatografia de Gases)
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Tabla 2. Técnicas de ionizacion mas habitualmente empleadas en los

acoplamientos GCy LC.

Tipo Caracteristicas Limitaciones

Acoplamiento
GC

lonizacién
por Impacto
Electronico

(ED

1.-Universal (ioniza gran variedad de
moléculas).

2.-Muy reproducible (permite
creacion de librerias espectrales).
3.-Moléculas se ionizan  por
bombardeo de un haz de electrones
con carga de 70eV (generalmente).

1.-En algunos casos,
excesiva fragmentacion de
moléculas.

2.- Moléculas termolabiles
se degradan al vaporizarse.
3.-Solo EM de iones
positivos.

4.-Poco selectivo.

lonizacién
Quimica (ClI)

1.-Es mas suave y mas controlable.
(Menor descomposicién de
moléculas).

2.-Obtencion de
guasimoleculares.
determinar peso molecular.
3.-Moléculas se ionizan por colision
con un gas reactivo. (metano,
amoniaco).

4.-En funcion gas seleccionado, la
ionizacion puede ser universal o
selectiva.

iones
Permiten

1.-Poco reproducible. Las
abundancias relativas de
los iones presentan mayor
variabilidad. Dificulta
creacion librerias
espectrales.

2.-lonizacion en estado
gaseoso: Moléculas
termolabiles se degradan.

Acoplamiento
LC

lonizacion
por
Electrospray
(ESI)

1.-Permite obtener iones
multicargados (posibilidad analisis
péptidos y proteinas)

2.-Funciona bien con acidos y bases
preformados en disolucién y con
compuestos a los que se les pueda
inducir carga (analitos polares o con
heteroatomos).

3.-No utiliza temperaturas elevadas
(permite andlisis moléculas labiles).
4.-Se pueden obtener espectro de
masas de iones positivos |y
negativos.

1.-Es una ionizaciéon muy
suave. Genera pocos
fragmentos (poca
informacion estructural).
2.-Suelen formarse aductos
con los tampones utilizados
en la fase mévil de LC.
3.-La sensibilidad es muy
dependiente del flujo de
fase movil del LC y del pH
de esta.

lonizacién
Quimica a
Presién
Atmosférica
(APCI)

1.-Es una ionizacibn  quimica
mediante reacciones ibn-molécula a
presion atmosferica.

2.-Permite analisis de moléculas con
bajo peso molecular no volatiles.
3.-Su sensibilidad no depende el pH
ni del flujo de fase movil.
4.-Mas sensible que ESI.
5.-Permite obtener EM de
positivos y negativos.

iones

1.-Es una ionizacion muy
suave. Genera  pocos
fragmentos (poca
informacion estructural).
2.-lonizacion se produce en
fase gaseosa: algunas
moleculas labiles pueden
descomponerse por la
temperatura.
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2.5.6. Analizadores de Masas.

El analizador es la parte del espectrometro de masa donde tiene lugar la
separacion (o clasificacién) de los fragmentos i6nicos generados en funcion de
su relacion masa/carga. Esta separacion se produce por aplicacion de diferentes
campos eléctricos y magnéticos. 39

Existen diferentes tipos de analizadores que poseen unas caracteristicas
diferentes en lo que se refiere a sensibilidad, rango de masas que se puede
separar y capacidad de separar masas que se diferencian solo en decimales
(resolucion). ?2:3%4D)

Los tipos de analizadores mas utilizados son:

[) Cuadrupolo (quadrupole).

[I) Trampa de iones (ion-trap).

[II) Tiempo de vuelo (time-of-flight).

El principio de los analizadores en espectrometria de masas, se inicia con una
mezcla de iones que tienen diferentes relaciones masa/carga y diferentes
abundancias relativas. Campos electromagnéticos separan los iones de acuerdo
a sus relaciones masa/carga, y una hendidura es usada para seleccionar cuales
iones llegan al detector. Las diferentes relaciones masa/carga son entonces
analizadas en la salida del detector y las corrientes de iones son registradas

como una funcién del tiempo. ¢

I.-Analizador de masas de cuadrupolo.

En un analizador de masas de Cuadrupolos, se usan campos eléctricos
solamente para separar los iones de acuerdo a su relacion carga-masa. Un
cuadrupolo consiste en cuatro varillas paralelas o polos a través de los cuales
se hacen pasar los iones a separar. Los polos reciben una corriente directa fija y
voltajes de radio frecuencia (RF) alternantes. Dependiendo del campo eléctrico
producido, solamente iones con cierta relacién de carga-masa seran dirigidos
hacia el detector; todos los demas iones seran desviados hacia los polos.“% 43
Se aplica para (a) proporcionar limites de deteccion mas bajos y mayor
selectividad en los estudios de cuantificacion o (b) proporcionar la fragmentacion

en fase gaseosa para la identificacion de analito (figura 12). %239
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El analizador cuadrupolo ofrece alta reproducibilidad, ademas de costos
relativamente bajos de manejo y mantenimiento del sistema, pero puede llegar a
tener una resolucion limitada, puede no adaptarse a algunos métodos de
ionizacion. Este analizador esta frecuentemente acoplado a sistemas de
masas  (GC/MS).*?

cromatografia de gases/espectrometro de
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Figura 12. Analizador de masas de Cuadrupolo (quadrupole).

Il.-Trampa de iones (ion-trap).

El analizador de masas con cuadrupolo y trampa ionica consiste de tres
electrodos hiperbdlicos: el electrodo circular, el electrodo de tapa de entrada y el
electrodo de tapa de salida. Estos electrodos forman una cavidad en la que es
posible atrapar y analizar iones. Los dos electrodos de tapa tienen un pequefio
orificio en su centro a través de los cuales los iones pueden pasar. El electrodo

circular se encuentra a la mitad entre los dos electrodos de tapa (figura 13).%% 4%

44)

La trampa de iones es operada al aplicar un potencial sinusoidal (rf a una
frecuencia determinada) al electrodo circular, mientras que los de los extremos
se mantienen constantes (frecuentemente en cero), o mantenidos a un potencial
oscilante. La variedad de potenciales posibles que pueden aplicarse a los
electrodos de los extremos permite atrapar los iones dentro de un rango m/z
especifico, es decir atrapar iones por encima de un valor m/z especifico, atrapar
iones solo de un valor m/z seleccionado, o expulsar iones de un valor m/z

especifico.® 40
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Como fue originalmente concebido, la trampa de iones puede ser ajustada para
almacenar iones de un valor m/z dado. Al cambiar las condiciones de operacion,
iones de un valor m/z especificado podran salir o ser expulsados de la
trampa.“?

El Analizador de trampa de iones proporciona una ventaja significativa sobre
muchos otros instrumentos. Los iones se pueden almacenar de forma indefinida,
y la fragmentaciéon mdultiple en fase gaseosa (MSN) se pueden realizar "en
tiempo" para proporcionar informacioén estructural no sélo del iébn molecular,
sino también de fragmentos resultantes de iones de para construir arboles
espectrales de masas. ©°

Este sistema posee alta sensibilidad ademas de ser equipos relativamente
compactos, pero ofrecen poca capacidad en andlisis cuantitativos, pueden sufrir
de efectos por cargas y reacciones de los iones, muchos parametros influyen la
calidad del espectro obtenido por este método (excitacion, atrapado y deteccion
de los iones) por lo que debe contarse con sistemas de control sumamente

precisos. Puede acoplarse a sistemas cromatogréficos.“”

I Jon source I

FEesonanos
AC voliage

FrmCos(oa t =4
|

~Iretecior

Figura 13. Analizador de masas Trampa de iones (ion-trap).

lll.-Tiempo de vuelo (TOF).
El principio de operacién del analizador de tiempo de vuelo (time-of-flight, TOF)

involucra la medicion del tiempo requerido por un ion para viajar desde la fuente
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de iones hasta el detector de la fuente. Todos los iones reciben la misma
energia cinética durante la aceleracion instantanea (3000 eV), pero debido a
qgue tienen diferentes valores de m/z, se separan en grupos de acuerdo a su
velocidad (por lo tanto m/z) como van recorriendo la regién libre de campo entre
la fuente de iones y el detector. Los iones chocan secuencialmente en el
detector en forma de un incremento de m/z. Los iones de baja m/z llegan al
detector antes que aquellos con m/z alta debido a que entre mas m/z tengan los
iones tendran una velocidad menor (figura 14).%% 4% 4%

El analizador TOF es el analizador de masas mas rapido, puede adaptarse a los
métodos de ionizacién por pulsos (MALDI), tiene alta transmisién de iones y el
rango de masas mas grande de todos los analizadores de masas. Algunas
limitantes son que en muchas ocasiones requieren exclusivamente de un
método de ionizacion por pulsos y que la selectividad de los iones puede

limitarse en algunos experimentos. ??

Souree, § Figld-frze drift zone, d Detactor
Eo=W./ . Eg=10
IIIII3 -
e r———— o
enoth =12 lergth =14

Figura 14. Analizador de masas de Tiempo de Vuelo (time-of-flight, TOF).

2.5.7. Cuidados y limpieza del espectrometro de masas.

El espectrometro de masas Xevo™ TQ MS de Waters® es un espectrometro de
masas de ionizacion a presion atmosférica (API) con cuadrupolos en tandem
(figura 15).

Disefado para analisis sistematicos de UPLC™/MS/MS para aplicaciones
cuantitativas y cualitativas, puede funcionar a velocidades de adquisicion elevadas

compatibles con UltraPerformance LC®.
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El Espectrémetro de masas TQ Xevo esta equipado con la fuente de ionizacion por
electrospray (ESI).

Fiaura 15. Espectrometro de masas TO Xevo de Waters.

I.  Sistema ACQUITY UPLC

El sistema ACQUITY UPLC incluye un sistema de gestidén de eluyentes binario, un
sistema de gestion de muestras, un horno para columnas, un organizador de
muestras opcional, detectores opcionales (figura 16). El software de

espectrometria de masas MassLynx de Waters controla el sistema.

Bandeja de eluyentes
Calefactor de columna

“h'\\ Puerta de acceso a la valvula de fluidos
+,
\

0,

Conector de alio voltaje de |a sonda ESI

Puerta oscilante de la interfaz de la fuent
i: lg
== |o ] | Esuarciesci
< : I
—| L]

Cb‘

. \I"I
.|
o

Probe (Sonda)

ubierta de la fuente
Liberador

ki ;“ ;
Espectrémetro de
masas TA Xevo

| Sistema de gestion Puerta de acceso a la bomba de fluidos
| de muestras

Sistema de gestion de eluyenies binaric

Figura 16. Sistema ACQUITY Espectrometro de masas TQ Xevo
UPLC/MS de Waters.

32



UNAM
CUAUTITLAN

. Sensores de fugas

Los sensores de fugas de las bandejas de recogida del Espectrometro de masas
TQ Xevo controlan de forma continua la existencia de fugas en los instrumentos.
Un sensor de fugas detiene el flujo del sistema cuando el sensor éptico detecta 1.5
mL de liquido acumulado proveniente de fugas en el depdsito que lo rodea. Al
mismo tiempo, la Consola del médulo muestra un mensaje de error que avisa al

usuario de la existencia de una fuga.

lll. Sistema de vacio

Una bomba rotatoria (de paletas giratorias) externa (existe la opcién de usar una
bomba sin aceite) y dos bombas turbomoleculares internas crean el vacio de la
fuente. Las bombas turbomoleculares evacuan el analizador y la zona de
transferencia de iones.

Las fugas de vacio, y los fallos eléctricos o de la bomba de vacio pueden producir
una pérdida de vacio. Los bloqueos de proteccion evitan que esto ocurra. El
sistema supervisa las velocidades de la bomba turbomolecular y mide
constantemente la presion de vacio mediante manometros Pirani y Penning
integrados. Los manémetros también funcionan como interruptores para detener el
funcionamiento cuando se detecta una pérdida de vacio.

Una valvula de aislamiento aisla la fuente del analizador de masas, lo que permite
realizar el mantenimiento habitual de la fuente sin tener que efectuar la salida de

los gases.

IV. Plan de Mantenimiento
La tabla 3 muestra los planes de mantenimiento periddico que garantizan un

funcionamiento 6ptimo del instrumento.
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Tabla 3. Mantenimiento del Espectrometro de Masas.

LEDEFAR

Procedimiento

Frecuencia

Informacion.

Limpiar la
superficie
exterior del

instrumento.

Cuando sea necesario.

No se deben utilizar abrasivos ni disolventes para limpiar la
superficie exterior del instrumento.
Limpiar las superficies exteriores del espectrometro de masas

con un pafio suave humedecido con agua.

Vaciar la botella
trampa de la
salidade

nitrégeno.

Comprobar diariamente;

vaciar cuando sea necesario

Inspeccionar cada dia la botella trampa de la salida de nitrégeno
en el conducto de evacuacion del instrumento y vaciarla antes

de que se llene mas de un 10%, aproximadamente.

Comprobary
ajustar el nivel
de aceite de la

bomba rotatoria

Una vez por semana

Para garantizar el funcionamiento correcto de la bomba rotatoria
Varian™, no se debe utilizar con un nivel de aceite inferior al
30% del nivel méximo.

El nivel del aceite de la bomba rotatoria aparece en el indicador
de nivel correspondiente. El nivel de aceite se debe
inspeccionar semanalmente; con la bomba en funcionamiento,
el nivel de aceite es normalmente del 30% al 60% respecto al
de Es

aproximadamente al nivel de aceite maximo cuando la bomba

nivel aceite  maximo. decir, se corresponde

no esta en funcionamiento. Si el nivel de aceite se encuentra por

debajo de estos valores, afiadir aceite a la bomba.

Cambiar el
aceite de la
bomba rotatoria

Una vez al afio.

Cambiar anualmente el aceite de la bomba rotatoria y el filtro de
vapores de aceite.
Este procedimiento no es necesario para una bomba rotatoria

y el filtro de Edwards sin aceite.
vapores de
aceite.
Limpiar los Cuando estén visiblemente | Limpiar el cono de la muestra y la boquilla del gas del cono

componentes de

sucios, cuando el fondo o los

cuando se cumplan estas condiciones:

la fuente. picos de los contaminantes | ¢ El cono de la muestra y la boquilla del gas del cono estan
sean inaceptablemente altos, | visiblemente sucios.
o cuando la sensibilidad » Se han descartado causas relacionadas con la cromatografia
disminuya a niveles liquida (LC) y las muestras que expliquen la disminucién de la
inaceptables. intensidad de la sefial.
Sustituir el Cuando disminuya la Sustituir el extremo de la sonda ESI si se produce una

extremo de la

sensibilidad a niveles

obstruccidn en la proteccién metalica interna por la que pasa el

sonda ESI. inaceptables. capilar de acero inoxidable o si el extremo de la sonda esta
dafiado.
Sustituir el Cuando disminuya la Sustituir el capilar de muestras de acero inoxidable de la sonda

capilar de la

sensibilidad a niveles

ESI si se obstruye y no se puede desatascar, o si se contamina

sonda ESI. inaceptables o varie el flujo | o se dafia.
de la muestra.
Sustituir el Si el calefactor no calienta Sustituir el calefactor de la fuente del bloque de ionizacién si no
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cartucho del cuando se esta haciendo se calienta al hacer vacio en el médulo (evacuarlo).
calefactor del vacio (evacuando el aire) del
bloque de instrumento.
ionizacion.
Sustituir las Una vez al afo. Consultar el documento de Edwards XDS35i Instruction Manual
juntas de la A730-01-880.
Bomba
(espiroidal) sin
aceite.
Sustituir el filtro Una vez al afio. Hay que cambiar el filtro de aire una vez al afio
de aire.

V. Materiales de fabricacién que estan expuestos a eluyentes.
Los elementos que aparecen en la tabla 4 pueden estar expuestos al eluyente. Se
deben evaluar los problemas de seguridad si los eluyentes que se utilizan en la

aplicacion son diferentes de los que se utilizan normalmente con estos elementos.

Tabla 4. Elementos Expuestos a Eluyentes.

Articulo. Material.
Recipientes de ajuste automético. Polietileno de alta densidad.
Conducto de salida de gases. Acero inoxidable.

Conjunto del bloque de ionizacién. Acero inoxidable y PEEK.
Tornillos del bloque de ionizacién. Acero inoxidable chapado en oro.
Soporte del bloque de ionizacién. PEEK.

Valvula de aislamiento. Acero inoxidable y PEEK.

Juntas toricas. Viton® o Viton con encapsulado de PTFE.

Fuelles del regulador de la sonda. Viton.

Regulador de la sonda. Aluminio anodizado, acetal relleno de vidrio, Xylan® y

acero inoxidable.

Eje de la sonda. PEEK.
Camara de bombeo. Aluminio alocromado y Xylan.
Control de fugas/desecho de eluyente. Tubo de Tygon.
Cubierta de |la fuente. Aluminio alocromado.
Ventana de observacion de la cubierta de la fuente. Cristal endurecido.
Botella trampa. Polipropileno.
Conectores a presion de la botella trampa. Caucho de nitrilo butadieno, acero inoxidable,

polibutilén tereftalato y polioximetileno.
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VI. Eluyentes utilizados para preparar Fases Moviles cumplen con la
normativa.

Estos eluyentes son los componentes méas habituales utilizados en la preparacion

de fases moviles para LC/MS (API) de fase inversa:

* Agua

* Metanol

* Acetonitrilo

« Acido férmico (< 0.1%)

« Acido acético (< 0.1%)

« Acido trifluoroacético (< 0.1%)

* Acetato de amonio (< 10 mM)

* Formiato de amonio (< 10 mM)

No se espera que estos eluyentes produzcan problemas con los materiales

identificados en “Elementos expuestos a eluyentes”.

VII. Modificacion de las Superficies de la Camara de lonizacién.

Se han hecho varios esfuerzos para reducir la degradacién de la muestra en
contacto con las superficies en espectrometros de masas mediante la modificacion
de las superficies de la camara de ionizacion. Partes de la cAmara se han hecho
de acero inoxidable electropulido, el cromo o cromo oxidado, o de acero inoxidable
electropulido posteriormente electroliticamente con oro. Las piezas también se han
recubierto con una fina capa de un aislante de materiales conocidos para la
resistencia a la corrosion o inercia (tales como el oro, el niquel y rodio), no metélico
inerte 0 material semiconductor (tales como silice fundida, de aluminio oxido o
nitruro de silicio), con molibdeno, y con materiales de nitruro de conductor
inorganico o disulfuro. Ademas, las partes han sido tratadas con agentes de
pasivacion, como alquilclorosilanos, para enmascarar sitios activos. El metal de
titanio y sus aleaciones se han utilizado ya sea como un recubrimiento o como
material a granel para los componentes de transferencia de iones, y otros han
recubierto con un skimmer de acero inoxidable con un nitruro conductor

inorganico.“®
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VIIl. La precipitacion en la lonizacion por Electrospray y la lonizacién
Quimica a Presion Atmosférica.
Hay muy pocas posibilidades de que el analito pase a través de la regién de
vaporizacién y permanecen en solucion, pero parece probable que el mecanismo
de la supresion en la lonizacién por Electrospray y en la lonizacion Quimica a
Presion Atmosférica es la formacion de solido. EIl precipitado se puede formar
cuando aumenta la concentracion de analito (ya sea como el analito puro o como
un coprecipitado soélido) y otros componentes de la muestra no volatiles con la
evaporacion del disolvente.®® . Por esta razén es muy importante el lavado del
cono. Para evitar lesiones por quemaduras, hay que evitar tocar con la mano el
conjunto del blogue de ionizacién de la fuente cuando se trabaja o se realizan

operaciones de mantenimiento en el instrumento.“”

2.5.8. Requerimientos de las muestras a introducir a un sistema

cromatografico acoplado a un detector de espectrometria de masas.

Debido al rapido ritmo de descubrimiento y desarrollo de farmacos, los ensayos
utilizados para el analisis de preclinica, clinica y toxicocinético de muestras,
requieren corto tiempo de entrega. Con la apropiada optimizacion de los diferentes
componentes de un sistema de Cromatografia Liquida acoplada a un
espectrometro de masas una gran mayoria de los problemas analiticos pueden ser
resueltos. En casos sencillos, con el peso molecular (MW), la calibracién
adecuada del analizador de masas por si sola es suficiente. El control de variables
en el andlisis cuantitativo de las concentraciones de trazas de farmacos y
metabolitos en una matriz biologica (sangre entera, orina, plasma, suero, hueso,
fluido espinal, pelo, ufias, médula Gsea, etc.), puede dictar el éxito del método.
Estas variables incluyen la estabilidad de las muestras, la limpieza del material a
inyectar, numero de compuestos por analisis, el limite inferior de cuantificacion, la
resolucién cromatografica, resolucion de masa , y el rendimiento del ensayo.®®

EL pH de la solucion , la concentracion de electrolitos , y solucion de propiedades
de las gotitas de electrospray dependera de la composicion exacta de la gotita que

puede variar de muestra a muestra.®®
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La seleccion de pretratamiento de la muestra para cada biofluido es dependiente
de las concentraciones de analito esperadas y del limite de deteccion. Para la
orina, la alta concentracion de metabolitos permite una simple dilucién de la
muestra antes del analisis. En el caso de fluido oral, las concentraciones de analito
esperadas son mucho mas bajas y se necesita una preconcentracion. La
precipitacion de proteinas con acetonitrilo proporciona la suficiente
preconcentracion y eliminacién de proteinas para el analisis cuantitativo de los
analitos de interés en el fluido oral. Finalmente, los datos de supresién de la matriz
indican que la extraccion en fase sélida se usa para analitos de interés en el

plasma.®
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3. Objetivos.

3.1. Objetivo General:

3.1.1. Comparar diversos tratamientos de muestras de plasma de perro para
separar proteinas a fin de poder cuantificar Curcumina por

espectrometria de masas.

3.2. Objetivos Particulares:

3.2.1. Hacer una revision documental sobre los tratamientos que se les da a las
muestras de plasma para separar proteinas a fin de evaluar curcumina
por espectrometria de masas sin interferencias.

3.2.2. Realizar ensayos observando los porcentajes de recobro para evaluar los
diversos tratamientos reportados para la separacién de proteinas del
plasma y cuantificar curcumina.

3.2.3. Optimizar el procedimiento de tratamiento de muestras de plasma con el

mayor porcentaje de recobro y estabilidad de la curcumina.

4. Hipétesis

Si se optimizar el procedimiento de tratamiento de muestras de plasma para
separar proteinas y cuantificar Curcumina por espectrometria de masas, entonces
se lograra conocer la concentracion precisa y exacta de curcumina en plasma de

perro.
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5. Plan de Trabajo.

5.1. Diagrama de Flujo.

En la figura 17 se muestra en un diagrama de flujo las actividades que se llevaron
a cabo durante el desarrollo del trabajo.

Investigacion
documental.

Optimizacion del
procedimiento con el
mayor porcentaje de

recobro.

Cuantificacién
precisa y exacta
de Curcumina en
plasma de perro.

Realizar procedimientos
que permitan separar
curcumina en plasma de
perro y cuantificarla por
espectrometria de

Desarrollo de

un plan _—
experimental.

masas.
Desarrollo de los

Procedimientos para la .
extraccion de curcumina !
en plasma de perro. :
:
1
\

e Buenas
Laboratorio

e Condiciones de Operacion.

e Capacitacion para el manejo
del LC Ms/Ms.

practicas de

Figura 17. Diagrama de flujo de las actividades implicadas en el trabajo.
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6. Materiales y Metodologia.

6.1.

Materiales, Equipos e instrumentos.

Durante el desarrollo de este trabajo experimental se utilizo curcumina (analito de
interés, la cual se administro en una suspension de nanocapsulas) y copridogrel
(estandar interno) (tabla 5), asi como diferentes reactivos (tabla 6) y materiales
(tabla 7), también durante el proceso se llevo a cabo la capacitacion de diversos
equipo, asi como también del cromatografia liquida acoplada a un espectrometro
de masas (tabla 8), para poder cumplir con los objetivos propuestos.

Tabla 5. Sustancias Quimicas.

LEDEFAR

Materias Primas
Sustancia Grado Ensayo Marca No de Lote Condicion de
L almacenamiento.
Quimica
Curcumina HPLC 70% SIGMA- | 081M1611V -20°C
ALDRICH
Clopidogrel | Materia | 98-101% TEVA 659501809 8°C
Bisulfato Prima
Tabla 6. Reactivos.
Solventes Grado Ensayo Marca No de Lote
Acetato de etilo HPLC R.A. Productos Quimicos UN1173
Monterrey
Acetonitrilo HPLC 99.98% J.T. Baker M23C61
n-Propanol HPLC 99.9% J.T. Baker A05C70
Diclorometano HPLC 99.5% EMD UN1593
Metanol HPLC 99.95% J.T. Baker L48C11
Acido Férmico HPLC 88% J.T. Baker UN1776
Cloroformo HPLC 99.9% J.T. Baker K18C70
Acetato de Etilo
Acetona HPLC 99.7% J.T. Baker K22C52
Agua Milli-Q | - | e | [ s
Acido acético 2N | = - | e | e |
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Tabla 7. Materiales.

LEDEFAR

Material Especificaciones Marca
Pipetas volumétricas 0.5,1,2,3,4,5,6,7 mi KIMAX
Micropipetas 100-1000 pL Fit Pipette
Micropipetas 50 pL Fit Pipette
Vasos de precipitados 50,100,250 ml KIMAX
Matraces volumétricos 10,20,100 mL tipo A KIMAX
Matraces volumétricos 25,200 mL tipo B BLAU BRAND
Matraces volumétricos 50 mL tipo B KIMAX
Probetas 100 mL tipo B BLAU BRAND
Piseta
Tubos de ensaye 7.5cmh, 1cm D
Tubos eppendorf 2 mL con tapa transparente CRM GLOBE
Acrodiscos Millex-Hv Millipore PVDF de 0.4um. Waters
Cartuchos Sep-Pack C18 No Lot. W1173C1 Waters
Cartridges
Celdas de Cuarzo 0.01cm VARIAN
Columna Acquity UPLC Bech No. de serie 01473231515596 Waters
Shield RP1g1.7 pm 2.1X10 mm
Vial con tapa L/N5666512520 Waters
9 mm
Placa para vial de 2 mL 48 pozos Waters
Placas redondas de 1 mL No Lot. 12010640 Waters
Tapas para placas redondas No Lot. 12008642 Waters
Jeringas 5,3 mL BD
Jeringas 1mL Heggoline
Tubos para centrifuga 15 mL
Pipeta Pasteur de plastico 7 mL
Tabla 8. Equipos.
Equipo Marca No. de Inventario
Balanza analitica Ohaus 114050584
Acquity UPLC Waters
Xevo TQ ESI Waters
Bomba Rotatoria Edwards Waters
Potenciometro Mettler Toledo 02228926
Termometro-Higrometro UNAM 1581109
Centrifuga S.A. 10465
Agitador Vortex-Genie S.A. K-550-G
Espectrofotometro
UV-Visible VARIAN 2077800
Microcentrifuga Beekman Couter
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Microfuge 22R
Equipo para purlflcgmon de agua de osmosis MILLIPORE
inversa
Refrigerador compacto capacidad 104.77 dm LG
Campana de Extraccion
Evaporador para 16 muestras.
Bafno de Maria. SEDIL 13-AE-2
Ultracentrifuga Optima XL-100K Beckman Coulter COX0417

6.2. Obtencion del plasma de perro.

Lugares de venopuncién en perros.

Vena Vena de la Vena Vena Vena

Cefélica Oreja ugular Femoral safena
Perro +++ - +++ + +++

Donde:

-No recomendado

+ Alternativa posible
++ Via aceptable

+++ Via preferente

Los tamafios de las agujas han de ser del orden de 18, 22,25 0 38 mm de largo y
14 a 26 mm segun el diametro de la vena y el volumen de sangre requerido.

La cantidad de muestra obtenida a través de la puncion debe tenerse en cuenta en
las diferentes especies, es asi como para las especies mayores puede obtenerse
por puncion sin causar trastornos hasta 15 ml de sangre, y en pequeias especies
la muestra no se puede exceder de 10 ml.

Para el desarrollo de los Procedimientos para la extracciébn de curcumina se
empled plasma de perro proporcionado por el Hospital de pequefias Especies
ubicado en FESC-C4. El plasma donado presentaba hemolisis por lo que
nuevamente se centrifugo a 3500 rpm durante 60 minutos antes de utilizarlo, el
sobrenadante se almaceno a -20°C. También se utilizo sangre entera de perro

donada de la Unidad Quirargica de Ensefianza ubicada en FESC-C4. La sangre
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entera se centrifugo en Ultracentrifuga Optima XL-100K a 15000 rpm durante 15

minutos a 4°C, el plasma obtenido se almaceno a -20°C.

6.3. Definicion de Condiciones de trabajo para la Cuantificacion de

Curcumina por Espectrometria de Masas.

6.3.1 lonizacién.

Se determinaron las siguientes condiciones para una mayor intensidad de la

respuesta en espectrometria de masas (tabla 10).

Tabla 9. Parametro de fragmentacion del ion de Curcumina.

Pardmetro Curcumina
Energias de colision (eV) 30
Voltaje de cono (V) 26
Temperatura de solvatacion (°C) 350
Flujo de gas de Desolvataciéon (L/Hr) 650
Flujo de gas de cono (L/hr) 0
Flujo de gas de colision(mL/Min) 20

6.3.2. Las condiciones cromatograficas

Las condiciones cromatogréficas establecidas fueron las siguientes:

Fase movil:

Velocidad de Flujo:

Columna cromatografica:

Volumen de inyeccion:

Tiempo de corrida:

Temperatura de horno de columna:

Temperatura de automuestrador:

Acido formico al 0.1% en acetonitrilo y solucion
acuosa de acido férmico al 0.1% en proporcién de
60:40 respectivamente.

0.25 ml/min.

Acquity UPLC BECH Shield RP 18 1.7 uym 2.1 X
100 mm

7.5 uL

5 minutos

30°C

25°C
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6.4. Tratamientos de Extraccion de Curcumina en muestras plasmaéaticas
para la cuantificacion por espectrometria de masas.

Para seleccionar la técnica de extraccion se empleo una solucion stock que
contiene mezcla de curcuminoides (10 pg/mL de curcumina).

Se realizaron las primeras inyecciones de las técnicas de tratamiento de
muestras plasmaticas para cuantificar curcumina en el espectrometro de masas
para saber cual nos permitia recuperar la mayor cantidad y evaluando algunas
caracteristicas de los cromatogramas (ruido en la linea base, la resoluciéon del
pico) (figura 21 a la 28). Asi también se evaluaron algunos factores y puntos
criticos de las técnicas durante el proceso del tratamiento de la muestra.

Se utilizaron tres técnicas de tratamiento de muestras: extraccion liquido-liquido
con: acetato de etilo (E.L.L.A.E.), cloroformo (E.L.L.C.), una mezcla de
diclorometano con acetato de etilo (E.L.L.D.A.E.) y una mezcla de acetato de etilo
con n-propano (E.L.L.A.E.P.) (figural8); precipitacion de proteinas con: acetonitrilo
(P.P.A.C.N.), acetona fria (P.P.A.C.T.) y metanol (P.P.M.) (figura 19); y la

extraccion en fase sélida con: cartuchos Sep-Pack C18 Cartridges (figura 20).
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Extraccion liquido-liquido (ELL)

Se preparo un stock donde la concentracién de curcumina fuera de 10 ug/mL, partiendo de un

peso de 0.0126 g disolviendo este en metanol.

Agregar a un tubo de ensaye de 5 mL, 1 mL de plasma posteriormente se le adiciona 100 uL de

stock (10 pg/mL Curcumina).

Agitar durante 5 min en Vortex-Genie.

Agregar la cantidad correspondiente del disolvente.

2 mL Acetato de
Etilo/n-propanol
(1/1,viv) (E.L.L.AE.P.)

\l/ V7
/ 2 mL de
2mL de . 2 mL de Diclorometano/Acetato
Acetato de Etilo Cloroformo de etilo (1/1,v/v)
(E.L.LA.E) (E.L.L.C) (E.L.L.D.A.E)
v v v

El centrifugado no
era eficiente, no se
separaban
algunas muestras.

Solventes

v

Se utilizaba una

Agitar 2 min en Vortex-Genie.

4

Centrifugar (No Invt. 10465

) a 3500 rpm durante 10 min.

»| gran cantidad de
L solventes

/Rompimiento de\

tubos en el
proceso de

A 4

Tomar el sobrenadante en otro tubo de ensaye (aprox. 1 mL).

muy volatiles J

4

centrifugacion.
Por lo que a
veces no se
llegaba a leer

Llevar a sequedad a temperatura de 45°Cy reconstituir con 2 mL
de metanol.

\_

4

Cierta

Filtrar utilizando acrodiscos Mill

ex-HV Millipore PVDF 0.45 pm

cantidad de

solvente se

algunas muestras.

)

Tiempos
largos para
el

guedaba en
el acrodisco.

V

< Inyectar 5 uL en LC-MS/MS. >

v

tratamiento
de la
muestra

—

Figura 18. Condiciones de trabajo para latécnica de Extraccion liquido-liquido.
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Precipitacion de proteinas (PP)

Se preparo un stock donde la concentracion de curcumina fuera de 10 pug/mL, partiendo de un

peso de 0.0126 g disolviendo este en metanol.

Agregar a un tubo de ensaye de 5 mL, 1 mL de plasma posteriormente se le adiciona 100 pL de

stock (10 pg/mL Curcumina).

v

Agitar durante 5 min en Vortex-Genie.

Agregar la cantidad correspondiente del disolvente.

v

1 mL de Acetonitrilo

(P.P.AC.N.)

1 mL de Acetona fria
(-20°C) (P.P.A.C.T))

1.5 mL de Metanol

(P.P.M.)

v

5

Agitar 2 min en Vortex-Genie.

\_

El centrifugado no

algunas muestras.

era eficiente, no
se separaban

Centrifugar (No invt. 10465) a 3500 rpm durante 10 min.

/ Rompimiento de\

tubos en el
proceso de

Tomar el sobrenadante en otro tubo de ensaye (aprox. 1 mL).

N

romoos )

Tiempos
largos la
trata de
evaporar los

<

Llevar a sequedad a temperatura de 45°Cy reconstituir con 2 mL
de metanol.

solventes.

J

Tiempos
muy largos

Filtrar con acrodisco Millex-Hv Millipore PVDF de 0.4 pm.

centrifugacion.
Por lo que a
veces no se
llegaba a leer

algunas muestras

N /

Cierta
cantidad de
solvente se

A

en los
tratamientos

@ctar 5L en LC-MS/D

retenia en el
acrodisco.

Figura 19. Condiciones de trabajo para latécnica de Precipitacion de Proteinas.
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Extraccion en fase sdlida (EFS)

\

Se preparo un stock donde la concentracion de curcumina fuera de 10 ug/mL, partiendo de un
peso de 0.0126 g disolviendo este en metanol.

Agregar a un tubo de ensaye de 5 mL, 1 mL de plasma posteriormente se le adiciona 100 uL de
stock (10 pg/mL Curcumina).

Agitar durante 5 min en Vortex-Genie.

Acondicionar el cartucho C18 con 2 mL de metanol

Lavar con 2 mL de Buffer de acetatos a pH 4.5 a flujo de 1 mL/min

4

Colocar muestra 1 ml de plasma de perro que contiene 100 pL de una
disolucién de mezcla de curcuminoides a flujo de 1 mL/min

Limpiar con 2 mL de Buffer de acetatos de pH=4.5 a flujo de 1
mL/min

4
Eluir la muestra con 1 mL de metanol a un flujo de 1 mL/min.

Colocar la muestra eluida en un vial de 2 mL.

Tiempo largos
para el tratamiento

de la muestra
@ctar 5L en LC-MS/D

Figura 20. Condiciones de trabajo para la técnica Extraccion en Fase Solida.
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6.5. Estandar Interno.

La seleccion de un estandar interno adecuado (El) es uno de los factores
determinantes en el establecimiento de un ensayo bioanalitico en cromatografia
liguida acoplada a un espectrometro de masas. En el desarrollo del ensayo
bioanalitico en la etapa donde se pretende usar farmacos, a menudo se utiliza un
analogo estructural como estandar interno. El estandar interno se utiliza a menudo
para apoyar estudios de desarrollo (por ejemplo, evaluacién de la seguridad). En
general, algunos de los siguientes puntos se deben considerarse antes de la
elaboracion y validacion de un bioensayo por espectrometria de masas (tabla 10):
El estAdndar interno no debe tener ningun rastro significativo de analito (tolerado
dentro de un pequefio tanto por ciento). Tipicamente, la contribucion debe ser
menor que 20 % del Limite inferior de cuantificacién del analito.

El estdndar interno debe tener una masa de al menos 4 0 5 Da y mas alta en
megavatios que el analito.

La concentracién que se utiliza para la preparacion de muestras debe estar en la
parte media de la curva de calibracién. La optimizacion de la concentracion del
estandar interno es fundamental para evitar la supresion de iones por la coelucion

del analito, esto lleva a que la curva estandar no sea lineal.

Tabla 10. Caracteristicas de los Patrones Internos.

lon padre/lon hijo en ESI

Molécula Propiedades fisicoquimicas +

Cy1Hx7NO3*HCL
PM: 377.9g/mol

H.C O pka: 8.8
P Log P : 3.93 342 -324 m/z
© Solubilidad: Agua caliente o alcohol;
O ligeramente soluble en agua fria.

Clorhidrato de propafenona

C16H16CLNO,S
PM: 321.82g/mol

pka: 5.14 _

6 h@f} Solubilidad: Agua (50.78mg/L) 321.05-212m/z

Clopidogrel Bisulfato

IO

49



LEDEFAR

Tramadol
Ci16H25NO;

TCHa PM: 263.18g/mol

= pka: 9.41
o LogP:24

GHg Solubilidad: soluble en

diclorometano, metanol, agua

264.2-58.1 m/z

Melatonina
C13H16N20;

NH_CH, PM: 232.28g/mol
HN \ﬂ)/ pka( &cidos fuertes): 15.18
pka(bases fuertes): -0.94
LogP:1.6
Solubilidad: Alta solubilidad en
solventes polares

233.2-174.1m/z

(‘).__O

233.2-159.1 m/z

6.6. Supresidn lénica.

Demostrar la no interferencia de compuestos enddégenos de la matriz bioldgica,
mediante la evaluacion de al menos 6 unidades de ésta. Analizar la matriz
biologica normal y la hemolizada. Considerando posibles interferencias de
farmacos de uso comun, metabolitos, anticoagulantes u otras sustancias que

pueden estar presentes en la matriz bioldgica.

6.7. Efecto de matriz.

Analizar individualmente, al menos 6 unidades de matriz blanco, adicionalmente
considerar al menos matriz biolégica hemolizada.

Extraer cada muestra blanco de matriz, posteriormente adicionar el analito y el
estandar interno en solucién para obtener la respuesta analitica correspondiente.
Comparar las respuestas analiticas obtenidas respecto a las respuestas del analito
y el estandar interno en solucién. Para cada unidad se debe obtener un FMN
(factor matriz normalizado) por el estandar interno, conforme a la siguiente

formula;

[Respuesta del analito en la matriz/ Respuesta del estandar interno en la matriz)

FMN =

[Respuesta del analito en solucién/ Respuesta del estandar interno en solucién]
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El CV% del FMN calculado de las 6 unidades de la matriz no debe ser mayor que

el 15. Esta determinacion debe ser realizada con la MCB (muestra control baja) y

MCA (muestra control alta).

7. Resultados.

7.1.
De la figura 21 a la figura 28 se muestran los cromatogramas

Cromatogramas de los Diferentes Tratamientos.

diferentes técnicas de tratamiento.

obtenidos de las

ng_ml VBB801
EX_METANOL 80 40
100~ 2-;”

Ruidoenla linea

" | base

! oa7 08 , 268 207 440
(]_w'ﬂria-r"-l'ﬁr--"*-?*ﬁ*“? ; l“"'"":"""'lw T Rl A e
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 .00 7.00

30-May-201318:14:13
MREM of 3 Channels ES+
369.3 = 177.11 (curcumina)
2.73e4

Time

8.00 9.00

Figura 21. Cromatograma del tiempo de retencién de curcumina, realizada con la

técnica precipitacién de proteinas con metanol.

ng_ml VEB&01 30-May-201318:02:13
EX_ACN_B0_40 MRM of 3 Channels ES+
100+ 207 369.3 = 177 .11 (curcumina)
h.BBed

Ruidoenla

lineabase

I. J:.D"
1.00 2.0 3.00 4 00 500 & 00 7.00 200 900

Figura 22. Cromatograma del tiempo de retencién de curcumina, realizada con

la técnica precipitacion de proteinas con Acetronitilo.
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g_mi VBB&01 30-May-201318:36:26
EX_ACETONA_80_48 MRM of 3 Channels ES+
100- 207 369.3 = 177.11 (curcumina)
_ ! 6.04e5
|
[
m

Lineabase

T 'HH“TH T T T
1.00 2.00 300 4,00 5,00 £.00 7.00 80 9.00
Figura 23. Cromatograma del tiempo de retencién de curcumina, realizada con

la técnica precipitacion de proteinas con acetona fria (-20°C).

|ng_m| VEB801 30-May-201319:08:18
EX ACETATOETIL &0 47 MRBM of 3 Channels ES+
100 207 389.3 = 17711 (curcumina)
l 1.13e6
|
Im =
Linea base
[ aan — T T e e T R R R R AR R R r— Time
1,00 200 3.00 4.0 5 00 £.00 7.0 8.00 9.00

Figura 24. Cromatograma del tiempo de retencién de curcumina, realizada con
la técnica Extraccion Liquido-Liguido con Acetato de Etilo.
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ng_ml VEEBS01 30-May-201318:42:27
EX_CLORF_60_40 MBM of 3 Channels ES+

100~ 2.07 369.3 = 177.11 {curcumina)
_ | 9.32eb
. EE'_ |

/ Linea base

':} T T T a T T .'.' T T T T
1.00 200 3.0 4.00 5.00 6.0 7.00 8.00 9.00
Figura 25. Cromatograma del tiempo de retencién de curcumina, realizada con

la técnica Extraccién Liquido-Liquido con Cloroformo.

ng_mi VEBa0 30-May-201319:14:18
EX_ACETI_PROL_&0 48 MBEM of 3 Channels ES+
100 2.08 3689.3 > 177.11 (curcumina
| 1.02e5
|
g Ruidoenla linea

base

1.26 \
ﬂ__ﬁ'-l—'hr'*hb"iwﬁ“‘-mmdf-----H LB L r--r--r-----------1--1------------'|--|;-Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

Figura 26. Cromatograma del tiempo de retencién de curcumina, realizada con
la técnica Extraccion Liquido-Liquido con Acetato de Etilo/n-propanol.
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EX__ DICLO 60 _40 MBM of 3 Channels ES+
100- 200 314 TIO
| ose E'Bs'w 16 17768
1 |
- 1.70
| 11_'5Hl_ Efﬂ L Ruido
BN
o oes | f.. W
] IR
| oss)||
o ¥

&WTWTWTWTWTWTWTWTWTWTWTWTWTWTWTWTWTW Tlme
1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
Figura 27. Cromatograma del tiempo de retencién de curcumina, realizada con

la técnica Extraccién Liquido-Liquido con Diclorometano.

ng_mi VBBS&01 31-May-201316:43:21
EX_FASOLAACET &0 40 MRM of 3 Channels ES+
100 2.08 369.3 = 177.11 (curcumina)
-] 3.47e6
|
m

Lineabase
1._25/4

100 200 300 400 500 600 700 800  8.00
Figura 28. Cromatograma del tiempo de retencién de curcumina, realizada con
la técnica Extraccion fase sélida.

0
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7.2. Evaluacion de los Tratamientos para la extraccion de curcumina en
plasma.

7.2.1. Evaluacion del procedimiento de las diferentes técnicas de
tratamiento.

La tabla 11 muestra la evaluacion de los procedimientos de los tratamientos de

muestras.

Tabla 11. Evaluacion del procedimiento de las técnicas para separacion de
proteinas.

Punto critico Optimizacién

Cantidad de disolvente utilizados Se redujo al utilizar tubos eppendorf

Tubos rotos Se soluciono al utilizar tubos eppendorf
Se soluciono al utilizar una microcentrifuga

Separacion de fases no adecuada y las siguientes condiciones: 14000 rpm a

4°C, 15 minutos

Se redujo el tiempo de agitacion en vortex
de 5 min, 1 speed a 30 segundos, 9 speed,
para asegurar una mejor homogenizaciéon
de las dos fases.

Homogenizacion de fases.

Ya que se redujo las cantidades de

Se sustituyo la placa para vial de 2mL solventes y la cantidad de plasma, se opto

de 48 pozos y los viales con tapa

por usar las placas redondas de 1 mL.

7.2.2. Preparaciéon de una Solucion Diluente.

Esta solucién diluente se utilizo para reemplazar el metanol que se utilizaba para
disolver la curcumina (figuras 29-32) y como fase movil.
Preparacion de la solucion diluente:
e Agregar a un matraz de 200 mL, 225 pL de Acido Férmico y aforar con
agua Milli-Q (sol. A).
e Agregar a un matraz de 200 mL, 225 pL de Acido Férmico y aforar con
acetonitrilo (sol. B).
Se realiza una mezcla manual al 40 % de la solucion A'y 60% de la solucion B.
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100

177 185

256

280 300 340

380

LEDEFAR
ON PADRE METANGL 30 (0.503) Sm (SG, 2x0.75) Scan ES+
100+ 304 1.56¢7]
282
301
284 16n Padre
|

400

Figura 29. Espectro de masas que muestra la respuesta del 16n Padre que existe
en mayor proporcion de la curcumina empleando como medio de disolucién

metanol.

OMN HIJO METANOL 30 (0.50
100

100 120 140 120

em (SG, 2x0.75) Daughters of 369ES+

16n Hijo

i
180 200 220 Al 2an 280 SO0 30 ko 2T Se0

350

8.7 95

m.
A00

Figura 30. Espectro de masas que muestra la respuesta del 16n Hijo que existe
en mayor proporcion de la curcumina empleando como medio de disolucion
metanol.
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ION PADRE FM 1 (0.017) Sm (SG, 2x0.75) Scan ES+
100+ 191 1.92¢4
I6n Padre
149 193 051 -
e <! 143 |2
e 150 195 208 284
223
152 183 217 | 240
l ] 280 || 97, -
’ 315 321 333 | 347 §
H“}M(ﬂsh M 'JN WW 1“ 388397
b | W A TN i lww, wm -
100 120 140 160 180 200 220 260 280 | 800 320 " 380 400
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Figura 31. Espectro de masas que muestra la respuesta del Ion Padre gue existe
en mayor proporcién de la curcumina empleando como medio una mezcla de

60:40, AF 0.1% en ACN y AF 0.1% en Agua Milli-Q, respectivamente (solucion

diliianta)

ION HIJO FM1 30 (0.503) Sm (SG, 2x0.7F
100+

100 120 140 160

180

200

209 225 231

[6n Hijo

/

220 240

260

280

300

Daughters of 369ES+
1.61e5)

325
324

m/z
400

320 340 360 380

Figura 32. Espectro de masas que muestra la respuesta del 16n Hijo que existe
en mayor proporcion de la curcumina empleando como medio una mezcla de
60:40, AF 0.1% en ACN y AF 0.1% en Agua Milli-Q, respectivamente (solucién

diluente).
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7.2.3. Determinacion de proteinas en muestras plasméaticas por método

espectrofotométrico.

La tabla 12 muestra el cociente A260/A280 que se emplea para calcular la pureza
de éacidos nucleicos o eliminacion de proteinas en las muestras, dado que las
proteinas absorben a 280 nm y la concentracion de acidos nucleicos en plasma

suele determinarse a 260 nm.

Tabla 12. Determinacién del cociente de absorbancias para las técnicas de
Precipitacion de Proteinas y Extraccion liquido-liquido.

Tipo de Agente precipitante ABS 260nm  ABS 280nm Cociente
extraccion A260/A280
Metanol 1.5128 1.6526 0.9154
2.3212 2.470 0.9397
Precipitacion de . 0.1280 0.1409 0.9084
proteinas Acetonitrilo 0.1326 0.1453 0.9125
] o 0.0299 0.8605 0.0347
Acetona fria a -20°C 0.0658 0.0887 0.7418
Cloroformo 0.1778 0.2249 0.7905
0.1051 0.1266 0.8301
Acetato de etilo -0.4105 -0.4625 0.8875
Extraccion -0.4550 -0.5326 0.8542
liquidd-liquido Diclorometano 0.1057 0.1233 0.8572
0.1118 0.1365 0.8190
: . 0.1482 0.1625 0.912
Acetato de etilo /Diclorometano 0.2680 03147 0.8516

7.2.4. Evaluacion de temperatura para la Técnica de Extraccion Liquido-
Liquido.

En las figuras 33 — 35 se observa el area del pico y la tabla 13 muestra los
resultados de la evaluacion del tiempo en que tarda la temperatura en secar la
muestra con respecto al porcentaje recuperado para el tratamiento de Extraccién

Liquido-Liquido con cloroformo.
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Tabla 13. Evaluacion del tiempo y la temperatura con respecto al porcentaje

recuperado.
Respuesta del Respuesta de
Temperatura Tiempo de estandar de curcuminaen la
o . , % Recuperado
(FC). Evaporacion. Curcumina muestra
(Area) (Area)
_ 23713 12767 53.840
50 52 min,54 seg 23191 12324 53.141
23206 13551 58.394
_ 23713 17792 75.031
70 2 min,43 seg 23191 25951 111.901
23206 26732 115.194
_ 23713 17731 74.773
79 1 min,33 seg 23191 28933 124.760
23206 28665 123.524
ELL_3 1 161013 Sm (Mn, 2x3) MEM of 4 Channels ES+
1 00 220 _ 369.3 = 177.11 (Curcumina)
12767 | 1.71a5
| Area
|
II
[
a2 |
|
|
1.28 |
?JI'I _'
T ke 1bo | 1.0 2.00 250 300 350 ap0 | abo | lime

Figura 33. Cromatograma que muestra la respuesta de Curcumina a temperatura
de 50°C con el tratamiento de Extraccion Liquido-Liquido con cloroformo.
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|[ELL 2 1 161013 Sm (Mn, 2x3)

MRM of 4 Channels ES+
100 2.20 . 369.3 > 177.11 (Curcumina)
17792 | 2.40e5
i Areal
(
|
|
|
| |
| .
|
|
1.28
1086 f
0 : AL — N S, S — ‘ . e : Time
0.50 1.00 1.50 2 00 2.50 3 00 350 4.00 4.50

Figura 34. Cromatograma que muestra la respuesta de Curcumina a temperatura

de 70°C con el tratamiento de Extraccion Liquido-Liquido con cloroformo.

ELL 1 1 161013 Sm (Mn, 2x3) MRM of 4 Channels ES+
100- 2.20 . 369.3 > 177.11 (Curcumina)
17731 ) 2.37e5
l Area
[
|
|
' |
m o [
! |
| |
[ |
1.28 \
1047 4.29
‘HI,,.,.‘. J R 1 %
0 T 1 1 1 yvey 1 1 ' o i o
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50

T~——r— — T v | IME
3.00 3.50 4.00 4.50

Figura 35Cromatograma que muestra la respuesta de Curcumina a temperatura

de 79°C con el tratamiento de Extraccién Liquido-Liquido con cloroformo.
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7.3. Eleccidén de la Técnica para la extraccion de Curcumina en muestras

plasmaticas.

Una vez evaluado los diferentes tratamientos (precipitacion de proteinas,
extraccion liquido-liquido) se prosiguid a seleccionar la mejor técnica para
extraccion de curcumina en plasma, proponiendo los procedimientos para la
inyeccion del estandar de curcumina (figura 37), la inyeccion del sistema blanco
(figura 39) y la inyeccion del sistema blanco de plasma (figura 38) (figura 42 y 45).
La eleccién solo se realizé entre las técnicas de precipitacion de proteinas con:
acetonitrilo (P.P.A.C.N.) (figura 46) y acetona fria (P.P.A.C.T.) (figura 47) (figura
40); y extraccion liquido-liquido con: cloroformo (E.L.L.C.) (figura 43) y acetato de
etilo (E.L.L.A.E.) (figura 44) (figura 41), (se descarto extraccion en fase solida,
véase andlisis de resultados). De las tablas 14 a la 17 se pueden observar los

respectivos porcentajes de recobro.

LEDEFAR

[ Inyeccion del Estandar de Curcumina. ]

En un tubo eppendorf se coloca 950 pL de solucion diluente, 50 pL de un stock de mezcle de
curcuminoides (2000 ng/mL de curcumina).

Agitar en vortex-Genie durante 1min a 9 speed.

\

Tomar 500uL del tubo eppendorf y agregarlos a un pozo de la placa redonda (No Lot.
12010640).

Realizar la lectura
en LC-MS/MS (7.5

uL).

Figura 37. Procedimiento para la Inyeccion del Estdndar de Curcumina.
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[ Inyeccion del Sistema Blanco del Plasma. ]

En un tubo eppendorf se coloca 900 pL de plasma de perro y 100 pL de solucion diluente.

v

Agitar en vortex-Genie durante 1 min a 9 speed.

y
Centrifugar en microcentrifiga 15 minutos, 14000 rpm a 4°C.

Extraer el sobrenadante en otro tubo eppendorf.

Tomar 500pL del tubo eppendorf y agregarlos a un pozo de la placa redonda (No Lot.
12010640).

A 4

Realizar la lectura
en LC-MS/MS (7.5

uL).

Figura 38. Procedimiento para la Inyeccion del Sistema Blanco del Plasma.

Inyeccion del Sistema Blanco.

Tomar 500 pL de solucion Diluente y agregarlos a un pozo de la placa redonda (No Lot.
12010640).

Realizar la lectura
en LC-MS/MS (7.5
uL).

Figura 39. Procedimiento para la Inyeccion del Sistema Blanco.
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Precipitacion de Proteinas.

En un tubo eppendorf se coloca 900 pL de plasma de perro, 50 pL de un stock de mezcla de
curcuminoides (2000 ng/mL de curcumina) y 50 L de solucién diluente.

Y

Agitar en vortex-Genie durante 1 min a 9 speed.

Adicionar 1 mL de Acetona

Adicionar 1 mL de

Acetonitrilo (P.P.A.C.N.).

fria (-20°C) (P.P.A.C.T.)
I

4

Agitar en vortex-Genie 30 segundos a 9 speed.

Centrifugar en microcentrifiga

15 minutos, 14000 rpm a 4°C.

Extraer el sobrenadante en otro tubo eppendorf.

V

12010640).

Tomar 500 pL del tubo eppendorf y agregarlos a un pozo de la placa redonda (No Lot.

Realizar la lectura
en LC-MS/MS (7.5
pL).

Figura 40. Procedimiento para de Técnica de Precipitacion de Proteinas.
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Extraccion Liquido-Liquido.

En un tubo eppendorf se coloca 900 pL de plasma de perro, 50 pL de un stock de mezcla de
curcuminoides (2000 ng/mL de curcumina) y 50 pL de solucion diluente.

y
Agitar en vortex-Genie durante 1 min a 9 speed.

v

Adicionar 1 mL de Adicionar 1 mL de Acetato
cloroformo (E.L.L.C.) de etilo (E.L.L.A.E.)

L |

Agitar en vortex-Genie 30 segundos a 9 speed.

Centrifugar en microcentrifiga 15 minutos, 14000 rpm a 4°C, para separar las proteinas.

Extraer el sobrenadante en otro tubo eppendorf, tomar 500 UL y agregarlos a un tubo de
ensave

\

Evapore a una temperatura de 79°C en bafio de Maria para reconstituir con 500 pL de solucién
diluente.

4
Agregar los 500 pL a un pozo de la placa redonda (No Lot. 12010640).

Realizar la lectura en
LC-MS/MS (7.5 pL).

Figura 41. Procedimiento para de Técnica de Extraccion Liquido-Liquido.
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Figura 42. Cromatograma del Sistema blanco para la técnica extraccion Liquido-

Liguido.
ELL 1 1 91013 Sm (Mn, 23) MRM of 4 Channels ES+
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Figura 43. Cromatograma que muestra la respuesta de Curcumina para la
técnica extraccion Liquido-Liquido con cloroformo.
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Figura 44. Cromatograma que muestra la respuesta de Curcumina para la
técnica extraccion Ligquido-Ligquido con Acetato de Etilo.
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Figura 45. Cromatograma deI Sistema blanco para la técnica Precipitacion de

Prote

inas.
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Figura 46. Cromatograma que muestra la respuesta de Curcumina para la

técnica Precipitacion de Proteinas con Acetonitrilo.
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Figura 47. Cromatograma que muestra la respuesta de Curcumina para la

técnica Precipitacién de Protefnas con Acetona Fria (-20°C).
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Tabla 14. Porcentaje Recuperado de Curcumina en Precipitacion de Proteinas
con Acetonitrilo.

Concentracién de Area de la Area del Porcentaje
curcumina estdndar de  curcumina  recuperado
curcumina en la (%)
muestra
23713 15157 64.86
100 ng/mL 23191 16733 71.60
23206 15715 67.24
Promedio 23370.00 15868.33 67.90
Desviacion 297.14 799.11 3.42
estdndar
Coeficiente de 1.27 5.04 5.04
variacion

Tabla 15. Porcentaje Recuperado de Curcumina en Precipitacion de Proteinas
con Acetona.

Concentracion de Area de la Area del Porcentaje
curcumina curcuminaen curcuminaen recuperado (%)
muestra estandar
18924 23713 80.98
100 ng/mL 19839 23191 84.89
18856 23206 80.68
Promedio 19206.33 23370.00 82.18
Desviacion estandar 548.96 297.14 2.35
Coeficiente de 2.86 1.27 2.86
variacion

Tabla 16. Porcentaje Recuperado de Curcumina en Extraccion Liquido-
Liquido con Cloroformo.

Concentracion de Area de la Area del estandar de Porcentaje
curcumina curcuminaen curcumina recuperado (%)
muestra
22830.00 23015 99.19
24100.00 104.71
28818.00 23002 125.21
100 ng/mL. 20468.00 88.93
28552.00 23030 124.05
32014.00 139.10
Promedio 26130.33 23015.67 113.53
Desviacion estandar 4353.90 14.01 18.92
Coeficiente de 16.66 0.06 16.66
variacion
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Tabla 17. Porcentaje Recuperado de Curcumina en Extraccion Liquido-
Liquido con Acetato de Etilo.

Area de la

Concentracion de . Area del estandar de Porcentaje
. curcumina en :
curcumina curcumina recuperado (%)
muestra

20818.00 90.45

29256.00 23015 127.11

32933.00 143.09

100 ng/mL. 21429.00 23002 93.11

25544.00 110.99

26669.00 23030 115.87

Promedio 26108.17 23015.67 113.44

Desviacion estandar 4626.02 14.01 20.10

Coeficiente de 17.72 0.06 17.72

variacion

7.3.1. Técnica seleccionada para la extraccion de curcumina en plasma.

En la tabla 18 se muestra un resumen de los porcentajes de recobro para cada
técnica evaluada. La seleccién de la técnica se realiz6 mediante el mayor

porcentaje de recobro.

Tabla 18. Resumen de los resultados de las diferentes Técnicas para la
extraccion de curcumina.

Acetato de
Etilo

Cloroformo Acetona Fria Acetonitrilo

Promedio del %
recuperado 113.44 113.53 82.18 67.90
Desv. Del %
recuperado 20.10 18.92 2.35 3.42
C.V. del %
recuperado 1r.72 16.66 2.86 5.04

La técnica con mayor porcentaje de recobro es la de Extraccion liquido-liquido con

cloroformo, que tiene un C.V de 16.66% tiene un % de recuperacion del 113.53.
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7.4. Estandar Interno (EI).

7.4.1. Fragmentacion del ion molecular

Se realiz6 una infusion directa de la solucion de cada Estandar Interno (EI) (100
ng/mL) en solucion diluente, del cual sé obtuvo el patrén de fragmentacion del i6n
molecular (figuras 48, 50, 52 y 54) y posteriormente se obtuvo el tiempo de
retencién (figuras 49, 51, 53 y 54).

l. Fragmentacion del i6n molecular del Clorhidrato de Propafenona
342.26m/z.

| 142,78 14b 75
b R

T, LSRN P I Thppeppociaa, pormart m/:
260 220 200 320 240 =T=Tal c¥=Ta 400

Figura 48. Espectro de masas que muestra la fragmentacion del 16n Padre del
clorhidrato de propafenona empleando como medio una mezcla de 60:40, AF
0.1% en ACN y AF 0.1% en Agua Milli-Q, respectivamente (solucion diluente).
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Figura 49. Cromatograma que muestra el tiempo de retencion del clorhidrato de
propafenona.
Il. Fragmentacion del idbn molecular del Clopidogrel Bisulfato 322 m/z.
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Figura 50. Espectro de masas que muestra la fragmentacién del 16n Padre de
Clopidogrel bisulfato empleando como medio una mezcla de 60:40, AF 0.1% en
ACN Yy AF 0.1% en Agua Milli-Q, respectivamente (solucion diluente).
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[CTOPIDOGRELBT 110313 Sm (M, 253) MR o 7 Channels ES+ |
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Figura 51. Cromatograma que muestra el tiempo de retencion de Clopidogrel
bisulfato.

Il. Fragmentacion del idbn molecular del Tramadol 264.2 m/z.

SCan bt
e S e e e A AN
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Figura 52. Espectro de masas que muestra la fragmentacién del 16n Padre del
Tramadol empleando como medio una mezcla de 60:40, AF 0.1% en ACN y AF
0.1% en Agua Milli-Q, respectivamente (solucién diluente).
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Figura 53. Cromatograma que muestra el tiempo de retencion del Tramadol.

V. Fragmentacion del iébn molecular de Melatonina 233.11m/z.
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Figura 54. Espectro de masas que muestra la fragmentamon del 16n Padre de
Melatonina empleando como medio una mezcla de 60:40, AF 0.1% en ACN y AF
0.1% en Agua Milli-Q, respectivamente (solucién diluente).
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Figura 55. Cromatograma que muestra el tiempo de retencién de Melatonina.

7.4.2. Elecciéon del Estandar Interno.

La tabla 19 presenta un resumen de los patrones de fragmentacion de los

Estandares Interno.

Tabla 19. Caracteristicas cromatograficas de los Estandares Internos.

Tiempo de retencidn ‘ Intensidad

Area

Estandar interno (rt) del 16n

%%Bg[ﬂgn‘f 0.65 17541  1.98e5  342.26 > 265.21
Clopidogrel Bisulfato 1.84 393778 3.34e6 322 > 212.05
Tramadol 0.65 349759 2.94e6 264.2 > 57.94

Melatonina 1.06 153545 1.31e6 233.11 > 174.02

Se procediod a realizar una curva de calibracion con diferentes proporciones de
melatonina, con y sin curcumina, ya que se observd que la respuesta de la
melatonina no permanecia constante. La tabla 20 muestra los resultados de la

curva de calibracion.
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Tabla 20. Curva de calibracion de Malatonina con adicion de curcumina (100

ng/mL).

Concentracion
de curcumina
(ng/mL)

Concentracién

de melatonina
(ng/ml)

0.1

0.25
0.5
0.75

100 ng/mL

LEDEFAR

Area de Area de Area de INCEN L
melatonina curcumina curcumina melatonina
sin sin con con
Curcumina melatonina melatonina curcumina
841 25753 13195
1586 26280 28746 18035
6957 26585 12535
9124 26632 11088
15079 22957 26046 10161
47363 24174 41135

Se penso que la temperatura pudiera estar relacionada con la inestabilidad de los

Estandares Internos en los sistemas, se elaborar un mejor sistema de secado de la

muestra sin tener que utilizar temperatura (figura 56).

El sistema consta de:

1. Dos sistemas de riego.

Dos pinzas con nuez.

Sistema de aire.

o 0k~ w D

Unapiezaen T

Dos soportes universales

Manguera negra de polietileno.

,,_---“ ‘.
Figura 56. Sistema de secado de las muestras.
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7.5. Optimizacion de la Técnica de Extraccion Liquido-Liquido con

Cloroformo y el Estandar Interno.

Una vez que se monto el sistema de secado de muestras se observo que el
estandar interno (El) que es estable en el cloroformo y no mostro
comportamientos de degradacién o problemas de supresibn como los otros
estandares internos evaluados fue el Clopidogrel Bisulfato.

Se realizé la optimizacion de procedimiento para la Extraccion liquido-liquido
(figura 57).

Se preparo una curva, por triplicado, al menos con 5 puntos de concentracion, sin
incluir el punto cero para la evaluacion del estandar interno y la técnica de
extraccion (figura 58).

En la tabla 21 se presentan los valores individuales de la concentracion
recuperada de la curva de calibracién, asi como su promedio, desviacion estandar,

coeficiente de variacion y el % de desviacién absoluta.

Para obtener la concentracion de Curcumina se utilizo la siguiente férmula:

. Concentracion El ] )
Area Curcumina * 7 I = Concentracion de Curcumina.
rea

Criterios de aceptacién: El método es lineal si el coeficiente de determinacion (%)
de la curvas y de todos los datos (global) es igual o mayor que 0.98 y los valores
del coeficiente de variacion y el porcentaje de desviacion absoluta obtenidos en
cada nivel de concentracion deben ser menores o iguales al 15%, excepto para el
nivel de concentracion mas bajo, el cual puede tener un porcentaje de desviacion

absoluta menor o igual al 20%.

76

LEDEFAR



UnNAM LEDEFAR

>

Extraccion Liquido-Liquido.

\

En un tubo eppendorf se coloca 900 pL de plasma de perro, 50 uL de un stock de mezcle de
curcuminoides (2000 ng/mL de curcumina) y 50 pL de estandar interno.

\ 4
Agitar en vortex-Genie durante 1 min. a 9 speed.

Adicionar 1 mL de
cloroformo

\
Agitar en vortex-Genie 30 segundos a 9 speed.

Centrifugar en microcentrifiga 15 minutos, 14000 rpm a 4°C, para separar las proteinas.

Extraer el sobrenadante en otro tubo eppendorf, tomar 500 UL y agregarlos a un tubo de
ensave

\
Concentre con el sistema de secado, reconstituir con 500 pL de solucién diluente.

Agregar los 500 pL a un pozo de la placa redonda (No Lot. 12010640).

Realizar la lectura en
LC-MS/MS (7.5 pL).

Figura 57. Optimizacion de la Técnica de Extraccion Liquido-Liquido con
cloroformo.
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Tabla 21. Curva que evalua la Técnica de Extraccion liquido-liquido con cloroformo.

Concentracion real de curcumina (ng/mL)

3.00 10.01 | 4004 | 8008 | 120.12 | 160.16 |
Concentracion recuperada de curcumina (ng/mL)
2.90 8.20 36.20 73.9 113.90 154.30
Curva 2.90 8.9 33.3 73.3 115.50 166.0
3.10 9.3 37.4 71.7 113.40 146.6
Promedio 2.97 8.80 35.63 72.97 114.27 155.63
Desv.std 0.12 0.56 2.11 1.14 1.10 9.77
%C.V. 3.89 6.33 5.92 1.56 0.96 6.28
%D.ABS. 1.12 13.75 12.37 9.75 5.12 2.91
Sr? 0.9972
g 180
S 160 )
R o 140 e
S £ 100 =
c £ 80
:g g 60 /"1,
(4] o _
g é 40 ,/
§ 20 "//-
8 0 _!“/;_ T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Concentracién adicionada de Curcumina (ng/mL).

7.6.

Supresion iénica.

Se evaludé la supresion de

iones que pudiera existir por efecto de los
anticoagulantes como la heparina (figuras 67-71) y el EDTA (figuras 62-66), se
realizé un blanco de plasma de los mismos, posteriormente se infundio Curcumina
a dos concentraciones (3 ng/mL y 160 ng/mL) (figuras 60 y 61) y Clopidogrel
Bisulfato (40 ng/mL) (figura 59).
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Figura 58. Cantidad adicionado de curcumina en funcién de la cantidad
recuperada de curcumina contenido en los placebos cargados de plasma.
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7.6.1. Inyeccién de la Curcuminay del Estandar Interno.

LEDEFAR

1: MRM of 2 Channels ES+
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Figura 59. Cromatograma del Estandar de Clopidogrel

concentracion de 40 ng/mL en solucién diluente.
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Bisulfato a una

Figura 60. Cromatograma del Estandar de Curcumina a una concentracién de 3
ng/mL en solucidn diluente.
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Figura 61. Cromatograma del Estandar de Curcumina a una concentracion de

160 ng/mL en solucion diluente

7.6.2. Evaluacion de la supresion de iones con EDTA
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Figura 62. Cromatograma del Blanco de plasma con EDTA
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Figura 63. Cromatograma del

Blanco de plasma con EDTA infundiendo

curcumina a una concentracion de 3 ng/mL en solucién diluente.
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Figura 64. Cromatograma del

Blanco de plasma con EDTA infundiendo

curcumina a una concentracion de 160 ng/mL en solucién diluente.
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Figura 65. Cromatograma del

Blanco de plasma con EDTA infundiendo

Clopidogrel a una concentracion de 40 ng/mL en solucién diluente.
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Figura 66. Espectro de masa que muestra la respuesta del plasma con EDTA
infundiendo Clopidogrel a una concentracién de 40 ng/mL.

7.6.3. Evaluacion de la supresion de iones con Heparina.
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Figura 67. Cromatograma del Blanco de plasma con Heparina.
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Figura 68. Blanco de plasma con Heparlna infundiendo curcumina a una
concentracion de 3 ng/mL en solucién diluente.
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Figura 69. Blanco de plasma con Heparina infundiendo curcumina a una
concentracion de 160 ng/mL en solucién diluente.
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Figura 70. Blanco de plasma con Heparina infundiendo Clopidogrel Bisulfato a
una concentracién de 40 ng/mL en solucion diluente.
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Figura 71. Espectro de masas que muestra la respuesta del plasma con
Heparina infundiendo Clopidogrel Bisulfato a una concentracion de 40 ng/mL.

7.7. Efecto dela matriz.

Para evaluar el efecto de la matriz se realiza una infusiébn post columna de
curcumina en dos concentraciones (3 ng/mL y 160 ng/mL) y Clopidogrel (40
ng/mL), a tres muestras de plasma; hemolizado (figuras 80-83), semi hemilizado

(figuras 76-79) y sin hemolisis (figuras 72-75).
Posteriormente también se procedié a determinar el factor matriz normalizado

(FMN) del método analitico.

7.7.1. Plasma sin hemolisis.
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Figura 72. Cromatograma del Blanco de plasma sin presencia de hemolisis

infundiendo curcumina a una concentracion de 3 ng/mL.
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Figura 73. Cromatograma del Blanco de plasma sin presencia de hemolisis

1: MEM of 2 Channels ES+

100 182 322 > 212 05 (Clopidogrel B)
] |" 6.83e4
| |||1.BIIr

P

7 |V1'89

] I\
UIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IlllillllhllII|IIII|IIII|IIIr_|llII.|_IIII|IIII|IIII|IIIIr-IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|Time

050 1.00 1.50 200 250 3.00 350 400 450 5.00 550

Figura 74. Cromatograma Blanco de plasma sin presencia de hemolisis
infundiendo Clopidogrel Bisulfato a una concentracién de 40 ng/mL.
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7.7.2. Plasma semi hemolizado.
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Figura 76. Cromatograma del Blanco de plasma semi hemolisado infundiendo
curcumina a una concentracion de 3 ng/mL.
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Figura 77. Cromatograma del Blanco de plasma semi hemolisado infundiendo
curcumina a una concentracién de 160 ng/mL.
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Figura 78. Cromatograma del Blanco de plasma semi hemolizado infundiendo
Clopidogrel Bisulfato a una concentracion de 40 ng/mL.
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Figura 79. Espectro de masas del pico en el tiempo de retencion de 1.84 minutos
en plasma semi hemolizado.

7.7.3. Plasma hemolizado.
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Figura 80. Cromatograma del
curcumina a una concentracion de 3 ng/mL.
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7.7.4. Factor Matriz Normalizado.

Tabla 22. Efecto de la matriz en la técnica de Extraccion liquido-liquido con

Cloroformo.
Concentracion | ooy iera en | RESPUSSIR | CEILE | e on
Qomlngl plasma de en solucion de de EMN
Cl(Jr:C%]nﬂna carcumina . de_ Clopidogrel | Clopidogrel
9 ) curcumina bisulfato bisulfato
30.03 13123.00 13889.00 37892.00 44092.00 1.10
30.03 11322.00 14446.00 38131.00 42078.00 0.86
30.03 11810.00 14778.00 37909.00 41705.00 0.88
Promedio 12085.00 14371.00 37977.33 42625.00 0.95
Desv. 931.46 449.22 133.35 1284.08 0.13
C.v 7.71 3.13 0.35 3.01 13.87
90.09 38561.00 40500.00 38463.00 42686.00 1.06
90.09 36164.00 45660.00 35808.00 43495.00 0.96
90.09 38499.00 46794.00 35892.00 43356.00 0.99
Promedio 37741.33 44318.00 36721.00 43179.00 1.00
Desv. 1366.36 3354.75 1509.20 432.57 0.05
C.vV 3.62 7.57 411 1.00 4.79
150.15 64620.00 70287.00 38033.00 41628.00 1.01
150.15 56820.00 72701.00 36395.00 40886.00 0.88
150.15 71292.00 75152.00 42674.00 42269.00 0.94
Promedio 64244.00 72713.33 39034.00 41594.33 0.94
Desv. 7243.32 2432.52 3256.99 692.11 0.06
C.v 11.27 3.35 8.34 1.66 6.82
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8. Analisis de resultados y discusion.

En la primera fase de exploracion para las técnicas de extraccion de curcumina por
las tres diferentes técnicas se observa que el tiempo de retencion es adecuado en
todas las técnicas, pero se observo ruido considerable en la linea base de algunos
cromatogramas (figuras 21,22, 26 y 27). En el proceso del tratamiento de muestras
se observo que la centrifugacion no era tan eficiente, ya que en algunas muestra
la separacion no era adecuada (turbidez en el sobrenadante), también se
rompieron algunos tubos, esto provoc6O que no se llegaran a leer algunas
muestras (figura 19). En algunos procedimientos se utilizé6 una gran cantidad de
solventes (figura 18).

Durante esta prueba se logré6 observar que la acetona es un buen agente
precipitante de proteinas, la linea base del cromatograma no presenta ruido (figura
21); el cloroformo (figura 25) es adecuado para la extraccion liquido-liquido al igual
que el acetato de etilo (figura 24), los dos procedimientos no muestran ruido en la
linea base.

En la extraccion fase sélida, se observd que los tiempos eran muy largos para el
procedimiento del tratamiento de la muestra plasmatica al eluir la muestra, ya que
era un proceso manual (figura 20), en la linea base del cromatograma no se
observa ruido (figura 28), lo que nos da como resultado que es un método muy
costoso, con tiempos largos para el tratamiento de la muestra, la respuesta que
este método nos ofrece se obtiene de igual forma con la técnica de Precipitacion
de proteinas con acetona y Extraccion liquido-liquido con cloroformo, por lo que
esta técnica fue descartada.

Observando los cromatogramas obtenidos y tomando en cuenta lo reportado en la
literatura nos dimos cuenta de que la presencia de componentes de la matriz de la

muestra podria poner en serio peligro la precision y exactitud de los analisis

cuantitativos, y al posterior riesgo de la alta " obstruccién de la columna
analitica, debido al alto contenido de proteinas del plasma. Ya que el objetivo del
presente trabajo fue “Comparar diversos tratamientos de muestras de plasma
para separar proteinas a fin de poder cuantificar Curcumina por espectrometria de

masa”. Por lo que se tomaron acciones para llevar a cabo la optimizacion de los
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procedimientos en los puntos criticos mas importantes, tal como se muestra en la
tabla 11.

Asi mismo fue necesario evaluar algunos disolventes para la elaboracién de la fase
movil ya que hay que tener en cuenta que los aditivos de la fase movil pueden
conducir a la supresion de iones en aplicaciones de LC-MS/MS, (también pueden
interactuar con algunos elementos, vea apartado “Eluyentes Utilizados para
preparar Fases Moviles”) y asi reemplazar el metanol, el cual daba un porcentaje
de abundancia del ién padre muy bajo (figuras 29 y 30), por una solucién diluente,
dando como resultado una mejor respuesta en el porcentaje de abundancia del i6n

padre de la curcumina, como se muestran las figuras 31y 32.

La concentracion de acidos nucleicos en plasma suele determinarse a 260 nm, y la
interferencia de contaminantes puede determinarse calculando un “cociente”. Dado
que las proteinas absorben a 280 nm, se emplea el cociente A260/A280 para
calcular la pureza de los acidos nucleicos. Los cocientes A260/A280 respectivos
del ADN y el ARN puros son aproximadamente de 1,8 y 2,0. Si la muestra no
contiene proteinas, el cociente A260/A280 serd considerablemente inferior a
dichos valores. La tabla 12 muestra que el tratamiento mas efectivo para tener una
muestra limpia o eliminar proteinas es la de acetona para precipitacion de

proteinas y cloroformo para extraccién liquido-liquido.

Para llevar las muestras a sequedad se utiliz6 bafio maria, pero los tiempos eran
muy largos, por lo que se realizé una prueba para evaluar el tiempo y la
temperatura optima en bafilo Maria para llevar a sequedad; esto se evaluo
tomando en cuenta el tiempo en que tarda la temperatura en secar la muestray el
porcentaje recuperado que se obtenia, esto solo se realizd con el procedimiento
del tratamiento de Extraccion Liquido-Liquido con cloroformo (tabla 13).

Los resultados de la tabla 13 muestran que a una temperatura de 79 °C nos da
como resultado un tiempo de concentraciéon de la muestra de 1 min, 33 seg y el %
de recuperacién es de entre 74.773 a 124.760. En las figuras 33 -35 se observa el
area del pico para cada temperatura.

Para la eleccion de la técnica para la extraccion de curcumina en muestras de

plasma se observa en las figuras 43, 44, 46 y 47 que los picos son mas definidos y
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no presentan ruido en la linea base; mientras que en las tablas 14, 15, 16 y 17
podemos apreciar el porcentaje de recobro de cada una de las técnicas evaluadas.
En la tabla 18 se muestra un resumen de la evaluacion de las técnicas para la
extraccion de curcumina en plasma, en la cual se observa que la mejor técnica
para la extraccion de curcumina en plasma es la de cloroformo ya que tiene un
promedio de porcentaje recuperado de 113.53 y un C.V. de 16.66, en comparacion
con el de acetona fria que tiene un C.V. de 2.86 pero su porcentaje promedio
recuperado es de 82.18.

Para la eleccion del estandar interno se realizo un patron de fragmentacion del i6n
molecular (figuras 48, 50, 52 y 54) y se obtuvo el tiempo de retencion (figuras 49,

51, 53 y 55) para cada uno de los estandares seleccionados.

La concentracion de cada uno de los Estandares Internos fue de 100 ng/mL. El
estandar interno de eleccion se esperaba que fuera la melatonina, ya que el
clorhidrato de propafenona (figura 49) y tramadol (figura 53) tienen un tiempo de
retencion muy cercano al frente de solvente, y el clorpidrogel bisulfato (figura 51)
tiene un tiempo de retencibn muy cercano al de la curcumina (tabla 19). Sin
embargo durante la experimentacion se observo que la respuesta de la melatonina
no era constante en algunas concentraciones, por lo que se procedio a realizar
una curva de calibracion con diferentes proporciones de melatonina, con y sin

curcumina (tabla 20).

Debe existir una relacién directamente proporcional de las areas de melatonina
con y sin curcumina, sin en cambio se observa que no existe comportamiento
proporcional y la respuesta de la melatonina tiende a aumentar (tabla 20).

Esto se puede atribuir a una posible supresion ionica de la melatonina hacia la
curcumina.

También se pens6 que la temperatura pudiera estar relacionada con la
inestabilidad de los Estandares Internos en los sistemas, por lo se requirid
elaborar un mejor sistema de secado de la muestra sin tener que utilizar

temperatura, que es mas rapido en los tiempos de concentrar la muestra (1 min).
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El sistema para concentrar la muestra estaba elaborado de: un sistema de riego,
manguera negra de polietileno, dos soportes universales, dos pinzas con nuez,
una pieza en T, y el sistema de aire. Para montar el sistema se ensamblaron 10
cm de manguera de polietileno al sistema de aire de la campana de extraccion,
posteriormente en el otro extremo se coloco la T y en cada extremo de la T se
colocaron 60 cm de manguera de polietileno. En los extremos de la manguera se

colocaron los sistemas de riego (figura 56).

La figura 57 muestra la optimizacion la Técnica de Extraccion liquido-liquido con
cloroformo y la adicion del estandar interno, también la integracién del sistema de
secado.

En la tabla 21 se observan los resultados de la curva que se utilizo para evaluar la
optimizacion de la técnica, donde el coeficiente de determinacion (r?) de la curva
(de todos los datos) es 0.9972, que comparado con los criterios de aceptacion
cumple (r* es igual o mayor que 0.98), los valores del coeficiente de variacién y el
porcentaje de desviacion absoluta obtenidos en cada nivel de concentracién son
menores del 15%, lo cual cumple con los criterios de aceptacion.

La figura 58 muestra la descripcion grafica de la tabla 21.

El pH de la solucion, la concentracién de electrolitos, y las propiedades de la
solucién de electrospray depende de la composicion exacta de la gotita que puede
variar de muestra a muestra. Una de las consecuencias que a menudo se
observan en los cambios inesperados en estos factores, es la variabilidad en la
respuesta, esto normalmente se conoce como la supresion de la ionizacion. El
fendbmeno de la supresion de iones, resulta en la reduccion esporadica de la
intensidad de la sefial.

Se evaluo6 por infusién post columna la supresiéon de iones que pudiera existir por
efecto de los anticoagulantes como la heparina y el EDTA, que normalmente se
utilizan para la conservacion de muestras biologicas, se realizé un blanco de
plasma de los mismos, posteriormente se infundio Curcumina a dos

concentraciones (3 ng/mL y 160 ng/mL) y Clopidogrel Bisulfato (40 ng/mL).

93

LEDEFAR



IR LEDEFAR

Realizando la comparacion del blanco de EDTA (figura 62) con respecto a las
diferentes concentraciones de curcumina (figuras 60 y 61) no se observa ningun
cambio significativo en la linea base en las figuras 63 y 64 por lo que se puede
decir que no hay una supresion iénica por efecto del anticoagulante EDTA con
respecto a la curcumina, mas sin en cambio se observé un pico en la linea base al
infundir Clopidogrel (figura 65) por lo que se realizé su espectro de masas (figura
66) en el cual no se observa el fragmento del i6bn de Clopidogrel y asi descarta la
posible supresion de iones.
Al Comparar el blanco de Heparina (figura 67) con respecto a las diferentes
concentraciones de curcumina (figuras 60 y 61) no se observa ningiin cambio en
la linea base en las figuras 68 y 69 por lo que se puede decir que no hay una
supresion iénica por efecto del anticoagulante con respecto a la curcumina, pero
se observd un pico en la linea base al infundir Clopidogrel (figura 70), muy
parecido al pico del estandar (figura 59) por lo que se realizd su espectro de
masas (figura 71), en el cual no se observa el fragmento del ién de Clopidogrel, y
asi descarta la posible supresion de iones.

La importancia que tienen los efectos de la matriz sobre la eficacia de los métodos
en HPLC-ESI-MS/MS ha demostrado en términos de exactitud y precision,
sensibilidad y el limite inferior de cuantificacion de un método, que puede verse
afectado. Por lo que es se determino el efecto de la matriz a tres muestras de

plasma; hemolizado, semi hemilizado y sin hemolisis.

La figuras 72 y 73 no muestran un pico en el tiempo de retencion de la curcumina,
por lo que se puede decir que no hay efecto de matriz en plasma sin hemoalisis, sin
en cambio en la figura 74 se observa un pico en el tiempo de retencion de 1.82,
para lo cual se realizo el espectro de masa a ese tiempo de retencion (figura 75)
en donde no se ve el fragmento del ion de Clopidogrel.

La figuras 76 y 77 no muestran un cambio significativo en el tiempo de retencién
de la curcumina, por lo que se puede decir que no hay efecto de matriz en plasma
semi hemolizado, sin en cambio en la figura 78 se vuelve a ver un pico esta vez al

tiempo de retencion de 1.84, para lo cual se realizo el espectro de masa a ese
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tiempo de retencion (figura 79) en donde no se distingue el fragmento del ion de

Clopidogrel.

Por ultimo las figuras 80 y 81 no muestran un cambio significativo en el tiempo de
retencion de la curcumina, por lo que se puede decir que no hay efecto de matriz
en plasma hemolizado, sin en cambio en la figura 82 se ve nuevamente un pico al
tiempo de retencion de 1.86, para lo cual se realizo el espectro de masa a ese
tiempo de retencion (figura 79) en donde no se distingue el fragmento del ion de
Clopidogrel, este pico observado en todos cromatogramas al infundir Clopidogrel
esto se podria atribuird un compuesto endoégeno del plasma.

En la tabla 22 se muestra la prueba de Factor Matriz Normalizado para la técnica de
Extraccién liquido-liquido con cloroformo tal como lo marca la norma NOM-177-
SSA1-2013, donde se puede observar que el CV% del FMN no es mayor al 15.

En general, el ruido quimico de fondo observado en LC- MS podria provenir de
lineas de tuberia, aditivos plastificantes, nebulizador y de la colision de gases,
impurezas de disolvente, grupos de iones.

La eleccion del tratamiento de la muestra para un fluido biolégico es dependiente
de las concentraciones de analito esperadas y del limite de deteccion. Finalmente,
los resultados nos indican que los materiales no volatiles se deben retirar de la
muestra con el fin de evitar la supresion de ionizacion por lo que la extraccion
liquido-liquido se requiere antes del andlisis de los analitos de interés en el
plasma. Una vez que se han eliminado estas interferencias, no hay garantia de
gue la supresion de la ionizacion ya no sera un problema. Hay otros mecanismos

con efectos reducidos que aun pueden cambiar la respuesta del analito.
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9. Conclusiones

Se logré comparar diversos tratamientos de muestras de plasma para separar
proteinas con el fin de poder cuantificar Curcumina por espectrometria de masas
obteniendo como la mejor técnica la Extraccion liquido-liquido con cloroformo
(obteniendo un promedio del % de recobro de 87-98 y un C.V. de 0.997).

Se realizaron ensayos presuntivos de las diferentes técnicas de extraccion
observando los porcentajes de recobro y logrando evaluar los diversos
tratamientos reportados para la separacion de proteinas del plasma y cuantificar

curcumina con éxito sin ninguna interferencia de la matriz.

Se logré optimizar el procedimiento de tratamiento de muestras de plasma con el

mayor porcentaje de recobro y estabilidad de la curcumina.
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