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Resumen

El micofenolato de mofetilo (MMF) y el micofenolato de sodio (MFS) son
profarmacos que después de su administracion son hidrolizados por esterasas a
acido micofendlico (AMF), metabolito activo con funciones inmunosupresoras, que
se usa en la profilaxis del rechazo de 6rganos. Debido a su alta variabilidad intra e
interindividual la biodisponibilidad del farmaco también varia, traduciéndose en una
mayor probabilidad de presentar una respuesta farmacologica indeseada, por lo que

se requiere de su monitorizacion.

El monitoreo terapéutico, es un procedimiento relevante en el campo clinico para la
individualizacion de dosis con el objetivo de conseguir la maxima eficacia y reducir
los efectos toxicos, haciendo uso de metodologias analiticas adecuadas para la

cuantificacion del farmaco en muestras biolégicas.

Este estudio presenta la metodologia analitica por Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion (CLAR) propuesta para su uso cotidiano en la monitorizacion del
AMF en plasma humano, basada en una extraccion liquido-liquido, una
cromatografia fase reversa, usando como fase movil una mezcla de metanol y una
solucion de fosfato de potasio monobasico 0.04 M con un pH= 6.0, y con deteccién
ultravioleta, metodologia comun para la mayoria de los laboratorios analiticos. La
metodologia implementada se validé conforme a la normatividad nacional vigente
que es la NOM-177-SSA1-2013 para asegurar que el método es confiable, preciso

y sensible.

La aplicabilidad el método fue establecida a través de la cuantificacién del AMF en
muestras de plasma de pacientes pediatricos, con los cuales se realizaron las

caracterizaciones de sus perfiles farmacocinéticos correspondientes.
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[. Introduccion

La monitorizacion terapéutica de farmacos es un procedimiento de gran importancia
en el campo clinico para establecer dosis individuales cuando los farmacos
presentan un margen terapéutico estrecho y una gran variabilidad inter e
intraindividuo ejemplo de esto es el micofenolato de mofetilo, medicamento
inmunosupresor ampliamente usado en la profilaxis del rechazo de 6rganos. Una
inadecuada determinacién de las concentraciones plasmaticas de este farmaco
asociada a la dosis administrada al paciente aumentara probabilidad de que éste
pueda presentar una respuesta farmacolégica indeseada, sea esta vista como
mayores eventos adversos o ineficacia clinica que lleve incluso el rechazo del

organo trasplantado.

Por lo anterior, en el presente estudio se establecieron las condiciones de una
metodologia analitica sencilla y selectiva usando Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién, mediante deteccion ultravioleta y utilizando cromatografia en fase
reversa para la cuantificacion del acido micofendlico que es el metabolito activo del
micofenolato de mofetilo. La validacién del método se realiz6 conforme lo establece
la norma oficial mexicana NOM-177-SSA1-2013 demostrando que el método
establecido es selectivo, preciso y exacto, y por lo tanto confiable para la
monitorizacion del acido micofendlico en plasma de pacientes pediatricos con
trasplante renal, en el Laboratorio de Farmacologia del Centro de Investigacion de
Estudios Avanzados (CINVESTAV). La cuantificacion del AMF en muestras de
pacientes pediatricos permitié la caracterizacion de los perfiles farmacocinéticos
correspondientes, confirmando la utilidad del método analitico para calcular los
parametros farmacocinéticos del &cido micofendlico como son el area bajo la curva,

concentracion maxima y tiempo maximo, bajo las condiciones establecidas.
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[l. Marco teoérico

A. Trasplante de 6rganos

El trasplante de érganos es ahora el tratamiento 6ptimo para muchos pacientes con
fracaso organico terminal, asi como alternativa de varias enfermedades, ya que el
trasplante consiste en sustituir un érgano o tejido enfermo por otro que funcione

adecuadamente prolongando la supervivencia y calidad de vida del paciente.!?

En México el Centro Nacional de Trasplantes (CENATRA) en 2007 registré 4 584
receptores en espera de trasplante de rifién, esta cifra aumento de manera
alarmante ya que a principios de 2017 se registraron 13 051 receptores en espera
de este tipo de trasplante, lo que quiere decir que en los ultimos 10 afos los
receptores en espera de trasplante de rifion se ha casi triplicado. Por lo tanto, en
México el rifidén es el 6rgano con mayor demanda para ser trasplantado y el segundo
con mas trasplantes realizados, solo detras de los trasplantes de cérnea.34°

El diagnostico del paciente que espera un trasplante de rifion es diverso como son:
glomerulopatias, retrasplante, enfermedad poliquistica, nefropatia por

malformaciones del tracto urinario, entre otras.®

Los tipos de donantes que se pueden presentar son:®
e Donantes de 6rganos vivo

e Donante de érganos fallecido

La clasificacion del tipo de donantes es importante debido a que la supervivencia
del injerto después de un trasplante renal de un donante vivo suele ser mayor que

la obtenida después de un trasplante renal de un donante fallecido.®

En México en los dltimos 5 afios se han presentado trasplantes de rifiones de

donantes vivos en mayor proporcion que de donantes fallecidos.*
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Pero no solo el tipo de donante influye en la supervivencia del injerto u 6rgano sino

también la terapia de inmunodepresién, que es un factor muy importante durante el

periodo de post trasplante inicial ya que es donde se presenta una elevada

incidencia de rechazo precoz del trasplante.®

Los principales tipos de rechazo que se pueden presentar son:

Rechazo hiperagudo: Se origina al estar en contacto el 6rgano con la sangre del
receptor. Tiene una evolucién muy rapida, normalmente dentro de las primeras
48 horas. Es el ataque inmunolégico mas importante y destructivo contra el
injerto. Es consecuencia de anticuerpos (IgG) fijadores de complementos
circulantes, con reactividad especifica contra un antigeno incompatible del
donante, que se acoplan y destruyen el endotelio vascular. Este tipo de rechazo
tiene un indice bajo de incidencia.®’

Rechazo agudo: Se origina desde varios dias a varios meses después del
trasplante. Se clasifica en: mediado por linfocitos (RCA) o mediado por
anticuerpos o humoral (RHuUA). Estos tipos de rechazos son mas habituales,
aunque el RHUA se presenta con menor frecuencia. Este rechazo es un
problema clinico importante principalmente en el trasplante renal y se produce
hasta en el 60% de los receptores.®78

Rechazo crénico: Se utiliza para describir las alteraciones encontradas en la
insuficiencia funcional tardia de 6rganos, tales como el rifién, corazén o pulmon.
Se utiliza para referirse a aquellos cambios que estdn mediados por funciones
efectoras del sistema inmune, dado que la insuficiencia tardia de los injertos es
un proceso complejo y multifactorial. Este tipo de rechazo es, en la actualidad,
muy dificilmente tratable y la causa del mayor nUmero de pérdidas de trasplantes

de larga evolucién en todos los 6rganos.®’

El éxito actual del trasplante de érganos es en gran parte atribuible a los avances

en la terapia inmunosupresora ya que muy pocos injertos se pierden como resultado

de los rechazos de érganos.® Para la profilaxis del érgano trasplantado los médicos

deben prescribir una dosis suficientemente alta de los medicamentos para evitar el

rechazo sin poner en riesgo la salud del receptor.!
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B. Monitorizacion terapéutica de farmacos

El uso racional de los medicamentos requiere de un diagndstico correcto, un
conocimiento adecuado de la enfermedad, la seleccién del farmaco idéneo y el
disefio de una pauta de administracion que consiga la maxima eficacia con el

minimo de riesgo.®

La rama de la farmacologia que abarca estos aspectos es la farmacocinética clinica
la cual establece modelos farmacocinéticos que permiten predecir las
concentraciones que se van a alcanzar y mantener, asi como las dosis necesarias

para conseguirlo.®

La Asociacion Internacional de Monitoreo Terapéutico de Farmacos y Toxicologia
Clinica (IATDMCT por sus siglas en inglés) define la monitorizacion terapéutica de
farmacos como una especialidad multidisciplinaria clinica destinada a mejorar la
atencion hacia el paciente, ajustando individualmente las dosis de los farmacos
debido a que la experiencia clinica o los ensayos clinicos han demostrado que
mejora el resultado en las poblaciones generales o especiales.®1! Por lo tanto, la
monitorizacion terapéutica de farmacos o control del tratamiento farmacolégico es
la evaluacion de la eficacia y de la toxicidad de los farmacos en la practica clinica
con la finalidad de individualizar el tratamiento farmacolégico y adaptarlo a las

necesidades de cada paciente.®*?

La pauta de administracién de un farmaco debe individualizarse teniendo en cuenta
las caracteristicas fisiologicas, patolégicas e iatrogénas que puedan alterar la

respuesta al tratamiento y debe tener en cuenta los siguientes aspectos:®

e Caracteristicas de la enfermedad, gravedad y urgencia, asi como de la respuesta
previa a otros tratamientos

e Eficacia y toxicidad del farmaco

e Caracteristicas farmacocinéticas del farmaco y factores que puedan alterarlas

e Via de administracion

e Forma farmacéutica que se va a utilizar

e Conveniencia de facilitar el cumplimiento terapéutico
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e Binomio costo/beneficio

La monitorizacion de los niveles plasmaticos de farmacos no esta justificada para

todos los farmacos ni en todos los pacientes o circunstancias, si no solo en aquellos

casos en que el beneficio de la determinacion supera el costo. Las consideraciones

involucradas para que la determinacion de los niveles plasmaticos de un farmaco

resulte Gtil en la practica clinica son:®

Aspectos de eficacia/seguridad.

a.

b
Cc
d.
e

Asegurar la eficacia o evidenciar la toxicidad

Dificultad para valorar clinicamente la eficacia o la toxicidad
Importancia para controlar el cumplimiento de dosificacién
Farmacos de margen terapéutico estrecho

Dificultad en ajuste de dosis

Justificar la monitorizacién debido a:

a.

d.

Alta variabilidad inter e intraindividual en relacién a la dosis y el nivel
plasmatico

Correlacién entre niveles plasmaticos del principio activo y la
eficacia/toxicidad con un intervalo optimo establecido

Factores farmacocinéticos y farmacodindmicos que influyen en la
respuesta del nivel plasmatico

Exista un método asequible y fiable

Correcto monitoreo de las concentraciones plasméticas:

a.
b.
C.
d.

Métodos de extraccion adecuados/correctos

Disponer de resultados confiables y de forma rapida

Interpretacion farmacocinética y farmacodinamica de forma correcta
Nivel plasmatico del principio activo se utilice en su contexto clinico como

una ayuda, no como una guia Unica de tratamiento.
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C. Aspectos generales en la cuantificacion de farmacos en fluidos
corporales

Un principio basico de la farmacologia clinica es que la actividad farmacoldgica de
un agente administrado exdégenamente, esta relacionada con la concentracion del
farmaco libre disponible en su receptor o sitio de unién al ligando y por lo tanto esta
relacionado a los principios farmacocinéticos y la practica de la terapéutica racional
en medicina clinica. Pacientes sometidos a un trasplante, exhiben un
comportamiento inmunolégico heterogéneo y un umbral toxico extremadamente
variable de los medicamentos inmunosupresores, con una considerable variabilidad

en su comportamiento farmacocinético.?

La aplicacion de los principios farmacocinéticos y las relaciones dosis-
concentracion, son fundamentales para la monitorizacion de farmacos en la
optimizacién de la dosificacion de sus concentraciones objetivo, condicion que
requiere de métodos que sean sensibles y sencillos debido al gran nimero de

muestras que requieren procesamiento.?

El advenimiento del analisis quimico moderno permite una mejor y mayor rapidez
para la determinacion de los farmacos y sus metabolitos en sangre y otros fluidos

corporales.'*

Los fluidos corporales que usualmente se utilizan para medir la concentracion de un

farmaco de interés en un monitoreo terapéutico son el suero o el plasma.*®

Los métodos analiticos se pueden dividir en tres categorias basadas en su precision
y exactitud, utilizando un esquema original desarrollado por la Unién Internacional

de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC por sus siglas en inglés) los cuales son:4

e Métodos definitivos: son aquellos que presentan la mas alta precision y
exactitud. Tienen un error sistematico despreciable con respecto a la aplicacion
de la medicion.'4

e Métodos de referencia: son aquellos que poseen pegquefias inexactitudes
estimadas relativas al requisito final de uso final. Son generalmente complejos,

pero son mas susceptibles de aplicacion en los laboratorios clinicos.'*
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Métodos de rutina: son aquellas metodologias que pueden tener una mayor
incertidumbre, pero tienen otras ventajas como son la facilidad de aplicacion,

alto rendimiento y menor costo.4

La cuantificacion de farmacos en muestras biolégicas en la monitorizacion de

farmacos dependiendo de la metodologia analitica involucra aspectos como: la

recuperacion de fluidos corporales, tejidos y/u 6érganos, la separacion de los

componentes biologicos, la identificacion de las especies en cuestion y finalmente

la cuantificacion de la misma. Idealmente una metodologia analitica empleada para

estos fines debe:16

Distinguir entre compuestos de estructura similar: farmaco inalterado y
metabolitos.

Detectar pequefias cantidades

Ser simple para utilizarse como un ensayo rutinario

No afectarse por otros farmacos administrados simultdneamente

Son diversos los métodos analiticos utilizados para analizar muestras biolégicas,

algunas de éstas se describen brevemente a continuacion:®

Espectrofotometria y fluorometria: estos métodos proporcionan una cierta
simplicidad en el procedimiento del ensayo cuando el nivel de sensibilidad
requerido no es demasiado bajo. Sin embargo, algunos de los inconvenientes
gque presenta la metodologia son: grandes volimenes de muestra,
procedimientos de extraccion complejos y mayor posibilidad de interferencias

por otros compuestos.16

Cromatografia de Capa Fina (TLC por sus siglas en inglés): esta metodologia
posee adecuada resolucién para identificar muchos farmacos, pero ésta sufre
de inhabilidad para cuantificar con exactitud los productos de interés y el tiempo
para su realizacion suele ser prolongado. Sin embargo, esta técnica es muy

utilizada en laboratorios de toxicologia.®
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e Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion y Cromatografia Gas-Liquido:
estos son métodos altamente especificos, precisos y sensibles. Se basan en la
separacion de compuestos presentes en un liquido o gas fluido por su
interaccion fisica o quimica con un material inmdévil, lo que retrasa su movilidad.

Los inconvenientes de estas técnicas son:1416

)] Requieren un proceso de extraccion
1)) Los analisis en serie son lentos
iii) Las columnas suelen tener una eficacia finita

iv) Los andlisis complejos requieren de considerables procesos

La eleccion entre cromatografia de gases (CG) y cromatografia liquida (CL) se basa
generalmente en el compuesto de interés. CG tiene mayor resolucién y por lo tanto
puede ser (til para lograr una mejor separacién del compuesto de interés, pero su
principal limitacion es que solo puede aplicarse a sustancias volatiles con pesos
relativamente bajos. Los compuestos polares tampoco pueden ser analizados por
esta técnica. Sin embargo, un compuesto relativamente polar puede ser
quimicamente convertido en un compuesto no polar (derivatizacion) para el andlisis
por CG. Por lo tanto, de estas dos técnicas, la técnica de CLAR resulta superior
porque puede usarse para la separacion de moléculas polares y no polares, asi
como compuestos termolabiles que pueden ser analizados sin la necesidad de

utilizar la derivatizacion.4:1516

e Inmunoensayos: se basan en la alta afinidad y la interaccién especifica entre un
antigeno (Ag) y un anticuerpo (Ab). Tiene alta aplicacion en una amplia gama de
objetivos moleculares, y una relativa simplicidad en la operacion utilizando
analizadores automatizados, hace que tales ensayos sean altamente atractivos
para los laboratorios clinicos, ademas de que los ensayos requieren de
cantidades muy pequefias de muestra.!41> Existen varios métodos de
inmunoensayo comunmente utilizados en laboratorios clinicos como EMIT,
CEDIA, FPIA, entre otros.'415 La desventaja que presentan estos tipos de
ensayos son la especificidad de anticuerpos debido la interferencia producida

por metabolitos endodgenos del analito que pueden tener motivos de
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reconocimiento estructural muy similares a la molécula de interés y también son
desafiados por la reactividad cruzada entre el farmaco, su precursor y el

metabolito.1415

e Radio inmunoensayos: estos son sensitivos, razonablemente precisos, pero
requiere del uso de radionucleétidos. La reactividad cruzada con otros farmacos
estrechamente reaccionados, es un problema potencial con esta técnica.
Ademas, no es posible encontrar el isémero Opticamente activo. Los peligros de

usar material radiactivo es una limitaciéon considerable para este método.®

¢ Inmunoensayos enzimaticos: estas técnicas ofrecen algunas ventajas por
encima de los radioinmunoensayos, en que no son requeridos trazadores

radiactivos. Sin embargo, el potencial de reactividad cruzada ain existe.16

e Inmunoensayo de polarizacion fluorescente: el procedimiento de este ensayo
combina la unién de proteinas competitivas con la polarizacién fluorescente para
dar una medicion directa sin la necesidad de un procedimiento de separacion.
Las ventajas de este método son exactitud, precision y un tiempo de respuesta

corto.16

e Espectrometria de masas: técnica que mide la relacion masa/carga (m/z) de un
ion. Su funcionamiento se basa en una fuente de iones para conseguir la especie
molecular cargada en un vapor susceptible de analisis de masa, un analizador
de masas para realizar la separacion de iones por su m/z y finalmente un
detector sensible para detectar y cuantificar los iones que pasan con éxito a

través del analizador de masas.141°

El espectrometro de masas se usa a menudo como un detector para compuestos
gue se eluyen a partir de un cromatografo de gases o una columna de una CLAR,

siendo estas técnicas alternativas muy sensibles y especificas para un analito.41°
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D. Farmacos inmunosupresores

Los farmacos inmunosupresores se utilizan para amortiguar la respuesta

inmunitaria en receptores de trasplantes de o6rganos y en enfermedades

autoinmunes. Para la profilaxis inmunodepresora primaria, los farmacos disponibles

difieren en sus mecanismos de accién y a menudo se utilizan de forma combinada

para obtener un resultado Optimo. Entre los farmacos inmunosupresores se

encuentran:17-18

Corticosteroides: Siguen siendo ampliamente considerados como un
componente importante de la mayoria de los regimenes inmunosupresores y se
usan casi universalmente como el tratamiento de primera linea para el rechazo
agudo del injerto. Tienen una variedad de efectos antinflamatorios e
inmunomoduladores. Estos actdan sobre varios puntos de la cascada
inmunitaria, incluyendo el reconocimiento de antigenos y la produccién de

linfocinas.

Los efectos perjudiciales del tratamiento con este tipo de inmunosupresores son
del tipo metabdlico que incluyen la diabetogénesis debido al metabolismo
alterado de los carbohidratos, obesidad, debilidad proximal. La terapia a largo
plazo da como resultado una supresion suprarrenal y atrofia adrenal. La
psicosis, las cataratas, glaucoma, ulceracion péptica, estrias, osteoporosis son

otros de los problemas comunes.t17:18

Inmunosupresores de tipo polipéptido o inhibidores de la calcineurina (ICN):
estos evitan la formacion de células T citotoxicas al inhibir la activacion de la
calcineurina, un paso importante en la liberacién de interleucina 2 desde las

células T cooperadoras.17:18

Los ICN se asocian con una serie de eventos adversos especificos, tales como
la nefrotoxicidad principalmente, hipertension, neurotoxicidad y metabdlicos. El
insomnio, agitacion, convulsiones, psicosis, alucinaciones, encefalopatia son
otros de los eventos que pueden presentar al administrarse este tipo de

inmunosupresores, pero son menos comunes.'17:18
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iii. Anticuerpos tipo policlonal o monoclonal (productos biolégicos): estos como las
inmunoglobulinas antilinfociticas y el muromonab-CD3 se fijan a las células T y
extinguen su poblacion.t17:18 | a reacciébn mas comun es un episodio febril. Otras
reacciones incluyen erupcion cutdnea, prurito, trombocitopenia y raramente
shock anafilactico.17:18

iv. Farmacos antiproliferativos / antimetabdlicos: actian inhibiendo la division

celular de los linfocitos, mediante la inhibicion de la sintesis de purinas como de
pirimidas que son necesarias para la sintesis de ADN, y por lo tanto inhiben la
proliferacion celular.1*® Entre los efectos dafiinos que se pueden encontrar son
la supresion de la medula Osea, deterioro hepéatico ocasional y los

gastrointestinales.t1°

v. Inhibidores de la diana de la rapamicina en mamiferos (mTOR por sus siglas en
inglés): son inhibidores los cuales tienen una consecuencia profunda en la via
de sefializacién celular requerida para la progresiéon del ciclo celular y la
proliferacion celular. El resultado neto es el bloqueo de la activacion de las
células T.!

Las pautas de tratamiento inmunodepresoras pueden dividirse segin su objetivo:'’

e Prevenir el rechazo inicial tras el trasplante
e Mantener una profilaxis a largo plazo

e Tratar los episodios de rechazo agudo

El trasplante renal es considerado la Ultima opcidn terapéutica para resolver la fase
terminal de insuficiencia renal. No existe un Unico tratamiento inmunodepresor
universalmente aceptado, y diversos centros hospitalarios han obtenido buenos
resultados con estrategias diferentes. En la intensidad de la inmunoterapia
requerida influyen diversos factores, incluyendo el origen del donante (vivo o
fallecido) y el grado de histocompatibilidad HLA, asi como la edad, la raza y el titulo

de anticuerpos reactivos del hospedador.t’
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Los efectos perjudiciales inespecificos de la inmunodepresién comprenden mayor
riesgo de neoplasias malignas e infecciones. Todos los inmunodepresores también

tienen eventos adversos especificos dependientes de la dosis.®

E. Acido micofendlico y sus derivados usados como profarmacos

El acido micofendlico es un compuesto con la formula condensada C17H200s, con
una M.M. 320.24 g/mol, punto de fusion 141 °C, y un pka de 4.5. Insoluble en agua
fria y soluble en alcohol. Es un farmaco inmunomodulador de tipo antiproliferativo
descubierto originalmente como un producto de fermentacion de varias especies de
Penicilium sp. (Figura 1). Posee propiedades antibacterianas, antifungicas,

antivirales, antitumorales e inmunosupresoras.t/20:21
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Figura 1. Estructura quimica del acido micofendlico [Disponible en:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/446541#section=Top]

El AMF se administra en combinacién con otros inmunodepresores en el tratamiento
y la prevencion de los rechazos de trasplantes, también se ha usado en el
tratamiento de algunas enfermedades autoinmunes o de caracter inflamatorio con
una base inmunolégica. Se utiliza principalmente en forma de un derivado del
morfolinoetilo, el micofenolato de mofetilo y en su sal hidroclorada, el micofenolato

sddico.?2:23
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1. Micofenolato de Mofetilo

El desarrollo de la sintesis de nuevos farmacos derivados del AMF, resulta en
compuestos analogos con propiedades muy similares, uno de ellos el micofenolato
mofetilo que mostré su eficacia clinica en la prevencién del rechazo agudo de
trasplantes, ya que la incidencia de rechazo agudo fue notablemente mas baja,
oscilando entre el 15% y el 35% en los pacientes que recibieron MFM en
comparacién con aquellos que recibieron azatioprina o algin antimetabolito en
combinacion con un ICN y corticosteroides. También se ha encontrado que mejora
el resultado a 5 afios en receptores de trasplante renal pediatrico y por lo tanto

prolonga la vida media del injerto.82425

El MFM es actualmente el farmaco inmunosupresor mas frecuentemente prescrito
a los receptores de trasplante renal pediatrico en los Estados Unidos y en algunos
paises de Europa. Andlisis farmacocinéticos revelaron que las dosis de MFM se
pueden determinar con mayor precisibn cuando se calcula sobre una base de
superficie corporal conduciendo a una exposicidon comparable de AMF en todo el

rango de edad pediatrica.?®

El micofenolato de mofetilo, tiene una masa molecular de 433.49 g/mol y una
formula condensada de C23H31NO7 (Figura 2). Es un polvo cristalino blanco o casi
blanco con punto de fusion de entre 93-94 °C y un pKa de 5.6, casi insoluble en
agua y ligeramente soluble en etanol. Soluble en acetona y metanol. Este debe

protegerse de la luz.17:2021.27

El MFM es un 2-morfolinoetil éster, del acido micofendlico, se hidroliza con rapidez
a AMF, razon por la cual es considerado como un profarmaco del AMF. El
micofenolato de mofetilo, es un farmaco de clase Il en el Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica ya que este presenta una baja solubilidad y una alta
biodisponibilidad. Los beneficios de la terapia con el MFM en la prevencion de
episodios de rechazo agudo durante los primeros 12 meses después del trasplante
se han demostrado en los estudios de fase Ill debido a su efecto para la
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supervivencia del injerto y del paciente, asi como la funcién renal tanto en adultos

como en pacientes pediatricos.?6:28.2°
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Figura 2. Estructura quimica del micofenolato de mofetilo [Disponible en:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/5281078#section=Top]

Para que el micofenolato mofetilo tenga su accién terapéutica debe encontrarse
como acido micofendlico, por lo cual el micofenolato mofetilo debe ser hidrolizado
para que se encuentre en su forma acida, dicha hidrdlisis la llevan a cabo esterasas

localizadas principalmente en intestino, en sangre e higado.*°

El micofenolato de mofetilo se asocia a eventos adversos serios, pero no
potencialmente mortales, excepto en casos muy raros., €stos se asocian a altas
incidencias de alteraciones gastrointestinales como son diarrea, vomitos, nausea y
dolor abdominal superior; también se han descritos casos hematolégicos como son
hemorragia, perforacién gastrointestinal, leucopenia y anemia, lo cual limita la
terapia optima resultando en la necesidad de la reduccion, interrupcion o
discontinuacion de la dosis, lo que aumenta el riesgo de rechazo agudo y menor
supervivencia del injerto. Los eventos adversos del MFM parecen ser mas

prominentes en los nifios menores de 6 afios.®17:22.26,29.31

La efectividad del MFM no se ve afectada por la hidrélisis, ni parametros
farmacocinéticos como el area bajo la curva (ABC) y la Cmax, pero si hay
disminucion de eventos adversos gastrointestinales con la formulacion de
micofenolato sddico, esto debido a que es una formulacion solida con cubierta
entérica que esta disefiada para la disminucion de eventos adversos Gl, retrasando
la liberacion del AMF hasta alcanzar el intestino delgado.??3%33 La formulacion éster
se utiliza porque aumenta la absorcién del AMF.3!
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2. Mecanismo de acciéon del acido micofenélico

AMF es un farmaco inmunomodulador que inhibe de manera selectiva, no
competitiva y reversible la enzima inosina 5 -monofosfato deshidrogenasa (IMPDH),
la enzima clave en la biosintesis de purinas de novo, produciendo un potente efecto
citostatico sobre la proliferacion de los linfocitos T y B debido a su fuerte
dependencia hacia esta sintesis de novo, ya que dependen totalmente de la
disponibilidad de suficientes nucledtidos intracelulares para la produccion de nuevos
ADN, mientras que otras células pueden utilizar otras vias de salvamento para la
sintesis de purinas que no se ve afectada por AMF. El tratamiento con AMF conduce
a la disminucion de los niveles intracelulares de nucleétidos de guanina,
produciendo: disminucién en los niveles de guanosina trifosfato (GTP), con accién
antiproliferativa en la interfaz G1/S del ciclo celular, aumento de la apoptosis y
diferenciacion terminal de los monocitos, resultando en la inhibicion de la formacion
de anticuerpos, adhesion y migracion celular. La selectividad de los efectos
inmunorreguladores de AMF se mejora adicionalmente mediante una sensibilidad
cinco veces mayor a la isoforma tipo Il de IMPDH que se expresa tipicamente en
antigenos o linfocitos T y B activados con mitdégenos. El tipo | se expresa
constitutivamente y es la isoforma predominante sobre el tipo Il en células normales
no replicantes, mientras que la isoforma tipo Il se regula selectivamente en células

neoplasicas y de replicacion, predominando sobre el tipo |.18:26:34,3536,37,38

3. Farmacocinética del acido micofendlico

El micofenolato de mofetilo después de la administracién oral se absorbe de manera
rapida y extensamente en el tubo digestivo con una biodisponibilidad mayor al 90%;
el MFM experimenta metabolismo pre sistémico para dar lugar al metabolito activo:
acido micofendlico. Después de una dosis oral, el MFM en la circulacion sistémica
desaparece rapidamente y la concentracibn plasmatica de AMF se eleva

rapidamente alcanzando su maximo de concentracién dentro de 1 h.3439
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Mientras que el MFS después de la administracion oral presenta una
biodisponibilidad del 72%, donde el tiempo de latencia para llegar aumentar la
concentracion en sangre oscila entre 0.25y 1.25 h, y donde el tiempo para llegar a

la concentracién maxima es de 1.5y 2.75 h.3440

El AMF se une ampliamente a la albumina, el rango de unién a la proteina es de 97

a 99% en pacientes con funcion renal y hepéatica normal.3440

El AMF experimenta circulacion enterohepatica y, secundariamente se observa un
incremento en las concentraciones plasmaticas de AMF; éstas se han detectado
después de 6-12 h de administrar una dosis de micofenolato de mofetilo, y después
de 6-8 h de administrar micofenolato sédico en particular en los primeros periodos
post trasplante. 12.17.28:34,4041.42 F| AMF es metabolizado en el higado (y posiblemente
por otros tejidos, incluyendo el intestino y el rifion) mediante un proceso de
glucuronidacion de fase Il mediada por Ilas isoformas de UDP-
glucuronosiltransferasa a glucurénido del &cido micofendlico (MPAG por sus siglas
en ingles), que es inactivo. Ademas del MPAG, existen otros dos metabolitos los
cuales son AMF-acil-glucurénido (AcMPAG por sus siglas en inglés) y AMF-fenil-
glucésido (glucésido-MPA). La AcMPAG, ha mostrado actividad farmacologica in
vitro y, potencialmente, es responsable de la toxicidad gastrointestinal del AMF.
Estos metabolitos glucuronidos son excretados en la bilis, en un proceso que esta
mediado por un transportador canalicular y nuevamente se someten a una de-
glucuronidacion para llegar a AMF por enzimas que son producidas por bacterias
del colon con actividad de glucuronidasa, el AMF luego se reabsorbe en la
circulaciéon sistémica debido a que experimenta la recirculacion enterohepatica. En
consecuencia, dos picos de AMF se observan en el perfil farmacocinético, donde el
segundo pico mas pequefio representa la absorcién del intestino distal después de
la recirculacion enterohepatica. La mayor parte de la dosis de micofenolato se
excreta por la orina en forma de glucurénido con cantidades insignificantes de acido
micofendlico; un 6% de la dosis se excreta por heces. Se ha calculado que la vida
de eliminacion del AMF tras una dosis intravenosa y oral de micofenolato de mofetilo

estd comprendido entre 16.6 y 17.9 h respectivamente,1217:28:34,40,41,42
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La concentracion plasmatica del AMF parece estar correlacionada con su eficacia y
toxicidad. Los pacientes con concentraciones bajas de AMF pueden tener un mayor
riesgo de presentar una reaccion de rechazo al trasplante o enfermedad de injerto
contra huésped y existen datos de que las concentraciones elevadas de AMF se
correlacionan con un aumento de los eventos adversos. Se ha establecido que las

dosis uUnicas de micofenolato de mofetilo causan una exposicion variable al
AMF.12‘17’25‘26’30’34’40’41’43

El desarrollo humano puede alterar la accion y respuesta a un farmaco (ontogenia
humana), conlleva a la variabilidad de la exposicion del farmaco. Entre los factores
gue se han encontrado y que causan la variabilidad de la exposicion del AMF son:
el grado de union a proteinas debido a concentracién de albumina sérica, funcién
renal y coadministracion de farmacos que pueden competir con y/o desplazar el
AMF desde sus sitios de unién a proteinas, recirculacion enterohepatica, ingesta de
alimentos, género, raza y otros inmunosupresores que son administrados
concomitantemente; las caracteristicas de las formulaciones también contribuyen a
la variabilidad del AMF, entre las cuales se deben de tener en cuenta las
caracteristicas del principio activo, la calidad y tipo de la forma farmacéutica, la
calidad y tipo de excipientes y los procesos de fabricacién son caracteristicas que
pueden alterar las concentraciones de &acido micofendlico, por ello se considera
necesario el control de la concentracion del micofenolato de mofetilo, para mejorar

la eficacia y disminuir toxicidad.1?17:25.26,:30,34,40,41,43

4. Cuantificacion de acido micofendlico

Debido a que existe una gran variabilidad inter e intraindividual de la exposicion al
AMF en el trasplante de 6rganos sdlidos, es relevante la necesidad de monitorizar
el farmaco terapéutico para conseguir una dosificacién del farmaco mas precisa
mediante la determinacion cuantitativa del AMF. Permitiendo al clinico desarrollar
estrategias de terapia inmunosupresora personalizadas para evitar la toxicidad
relacionada con el farmaco mientras se mantiene la eficacia. Cabe sefalar que el

metabolito acil-glucurénido también puede inhibir la IMPDH por lo que puede
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complicar alin mas la evaluacion de la concentracion y el resultado de interpretacion

clinica del AMF.12.26,34,42

Un requisito béasico para lograr este objetivo es establecer un método analitico
validado, preciso y sensible para determinar AMF con o sin sus metabolitos en
fluidos biolégicos.?° La concentracion plasmatica y el area bajo la curva de la
concentracion de AMF y sus parametros farmacocinéticos se han utilizado para
predecir la eficacia o la toxicidad, minimizando el riesgo de rechazo de érganos. La
ventana terapéutica actualmente recomendada para la exposicion de AMF en el
periodo inicial después del trasplante renal pediatrico para minimizar el riesgo de
rechazo agudo es de 30 a 60 mg-h/L para CLAR y de 37 a 70 mg-h/L para la técnica
EMIT 2642

Algunas otras razones para monitorizar el nivel de AMF: 44

i. El &rea bajo la curva del intervalo de dosis de AMF en la curva tiempo vs
concentracion es predictiva del riesgo de desarrollo de rechazo agudo de érgano

si el nivel esta por debajo de la concentracién terapéutica optima.

ii. La variacion interindividual es muy significativa, hasta 10 veces, del ABC del
AMF en la curva de tiempo vs concentracion, en pacientes con trasplante renal

gue recibieron una dosis fija del farmaco original.

iii. Pueden producirse cambios sustanciales en las concentraciones de AMF en
pacientes que recibieron una dosis fija del farmaco original como resultado de
las interacciones farmaco-farmaco debido a la coadministracion con otros

agentes inmunosupresores

iv. El efecto de las enfermedades hepaticas y renales en los niveles de AMF total y

libre en el cuerpo.

v. La necesidad de monitorear estrechamente los niveles plasmaticos de AMF

cuando se planea un cambio importante en la terapia para la inmunosupresion.

Entre los métodos para determinar las concentraciones de AMF se incluyen la

cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) y una técnica de ensayo
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inmunolégico por multiplicacion enzimatica (EMIT, por sus siglas en inglés). Sin
embargo, como se mencioné anteriormente, en la técnica EMIT, el metabolito acil-
glucurénido del acido micofendlico puede presentar reaccién cruzada, lo que
proporciona valores de concentracion superiores a los reales. Otro método
propuesto es medir directamente la actividad monofosfato de inosina
deshidrogenasa (IMPDH) pero este método ha dado resultados variables.3* Otras
propuestas de cuantificacion de AMF, presentan uno o mas de los siguientes
inconvenientes:*:4> andlisis a largo plazo, pretratamiento complejo de muestras

(extraccion solida o liquida) y no cuantificacion de metabolitos

Entre los numerosos métodos descritos, los analisis basados en CLAR son los

métodos estandar para la determinacion de AMF y sus metabolitos.*
F. Cromatografia de liquidos de alta resolucion

La IUPAC la define como: un método utilizado inicialmente para la separacion de
los componentes de una muestra en la cual los componentes se distribuyen en dos
fases, una de las cuales es estacionaria, mientras que la otra se mueve. La fase
estacionaria puede ser un sdlido, un liquido sobre un soporte solido, o un gel. La
fase estacionaria puede estar contenida en una columna, extendida en forma de
capa o dispuesta en forma de pelicula. La fase movil puede ser gaseosa o liquida.*’
Los métodos cromatograficos se clasifican atendiendo a la naturaleza de la fase
movil (gas o liquido), de la fase estacionaria (liquido o solido), del soporte utilizado
(columna, papel o placa), del mecanismo de separacion (adsorcion, reparto,
intercambio i6nico o permeacion en gel) e incluso del tipo de soluto (iones,

proteinas, polimeros, entre otros).*’

La mayor o menor retencion de los analitos de una muestra en la fase estacionaria
depende de las correspondientes afinidades de éstos. Estas afinidades, a su vez,
dependen de diversos factores entre los que cabe mencionar: interacciones ionicas
entre especies de carga opuesta, interacciones de van der Waals, del tipo dipolo-
dipolo o dipolo-dipolo inducido, interacciones por fuerzas de dispersion o formacion
de enlaces de hidrégeno.*’ Las propiedades de difusién de los componentes de las

mezclas para las fases estacionarias y moviles conducen a su separacion, ya que
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ciertos componentes serdn mas atraidos a la fase movil y eluiran rapidamente
mientras que otros seran retenidos por la fase estacionaria durante mas tiempo y

por lo tanto eluiran mas lentamente.*®

La combinacion del desarrollo tecnoldgico de los instrumentos perfeccionados con
mejoras quimicas de columnas (particulas mas pequefias y presiones mas
elevadas) ha logrado mejores separaciones, con la denominacion de la técnica
como CLAR.*®

La técnica de CLAR presenta las siguientes caracteristicas:*°

i. Altaresolucién
i. Diametro pequefio, material de acero inoxidable o columna de vidrio que
conforman la fase estacionaria
iii.  Analisis rapido
iv.  Presion de fase movil relativamente mas alta

v. Velocidad de flujo de la fase movil controlada

Un sistema CLAR bésico consta de los depdsitos de disolvente, uno para cada uno
de los eluyentes de la fase movil, asi como otros depoésitos para la jeringa del
inyector automatico y lavados de linea. Una bomba de alta presion forma el sistema
de suministro de disolvente, que genera y mide una velocidad de flujo especifica y
una valvula de separacion de disolventes que permite hacer mezclas de

disolventes.4®

G. Desarrollo de métodos cromatograficos

El desarrollo de métodos para nuevos farmacos y para farmacos ya comercializados
se realizan cuando no se cuentan con métodos oficiales disponibles, o incluso como
un método alternativo para los farmacos ya existentes con la finalidad de reducir
costos y tiempo en el analisis, pero manteniendo o mejorando la precision y

robustez.*® Lo cual implica:
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i. Comprender las propiedades fisicoquimicas de la molécula del farmaco: entre
las cuales juegan un papel importante la solubilidad, polaridad, pH, y pKa. En
este paso permite al analista elegir los disolventes y la composicion de la fase

movil y el rango de pH apropiado para los analitos de interés.*?

ii. Seleccion de las condiciones cromatograficas: donde un conjunto de
condiciones iniciales (detector, columna, fase maovil) son seleccionadas para

obtener los primeros cromatogramas de exploracién de la muestra.*®
iii. Desarrollar el enfoque del analisis*®

iv. Preparacion de muestras: Se define como un paso critico en el desarrollo del
método en el cual se investiga y se plantea el procedimiento adecuado que se
aplicara a una muestra real en proceso para el andlisis, con la finalidad de crear
una muestra procesada que conduzca a mejores resultados analiticos en
comparacién con la muestra inicial. La muestra preparada debe ser una alicuota
relativamente libre de interferencias que sea compatible con el método CLAR y

no dafe la columna.*®

v. Optimizacion del método: La cual se centra en lograr las mejores condiciones de
CLAR. Las composiciones de fase movil y estacionaria, como son la acidez, el
disolvente, el gradiente, la velocidad de flujo, la temperatura, las cantidades de
muestra, el volumen de inyeccién y los diluyentes, todo con el proposito de
encontrar un mejor equilibrio entre resolucién y tiempo de andlisis después de

que se ha logrado una selectividad satisfactoria.*®

vi. Validacion del método: Este es el paso final y mas importante para el desarrollo
del método cromatografico ya que es el proceso mediante el cual se establece
mediante estudios de laboratorio que las caracteristicas de rendimiento del

método cumplen con los requisitos para la aplicacion analitica prevista.*®

31



H. Validacién de métodos analiticos

La determinacion de las concentraciones de farmacos en matrices bioldgicas (suero,
plasma, sangre total, orina y saliva), es un aspecto importante en los resultados de
estudios preclinicos o clinicos, incluyendo los estudios de bioequivalencia. Es
esencial contar con metodologias bien caracterizadas para producir resultados
fiables que pueden ser interpretados de manera satisfactoria. Los métodos y/o
técnicas de bio-andlisis cambian continuamente y en muchos casos, estan a la
vanguardia de la tecnologia. Los métodos bio-analiticos tienen sus propias
caracteristicas, varian de analito a analito y estan influenciados por el objetivo del

estudio.>®

Se debe analizar el farmaco inalterado a menos que no sea posible su cuantificacion
por limitaciones analiticas, debido a una biotransformaciéon rapida o necesidad
especifica del estudio, en cuyo caso, se debe incluir una justificacion cientifica
apropiada en el protocolo clinico correspondiente, para el (los) analito(s) que sera(n)
evaluado(s).>! Todos los métodos analiticos empleados para la cuantificacion de
farmacos en muestras biolégicas deben ser validados en el sitio de andlisis y
alcanzar el proposito para el que han sido desarrollados, independientemente si son
metodologias desarrolladas por la unidad analitca o se adquieren

comercialmente.5!

Una vez establecidas las condiciones analiticas; la validacion del método debe

incluir como minimo:

i. Selectividad. Es la demostraciéon de la no interferencia de compuestos
enddégenos de la matriz biolégica, al considerar también posibles
interferencias de farmacos de uso comun, metabolitos, anticoagulantes u

otras sustancias que puedan estar presentes en la matriz biolégica.°:5%.52

ii.  Limite inferior de cuantificacion. El cual, se debe determinar con base en el
5% de la concentracion méaxima (Cmax) reportado para el analito de interés, a

menos que los objetivos del estudio especifiquen otra cosa. El limite inferior
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vi.

de cuantificacion debera cumplir con la precisién y exactitud definida en el

método. 505152

Curva de calibracion. Que es el intervalo de concentraciones de la curva de
calibracion en funcion de las concentraciones esperadas de analito a
cuantificar durante el analisis de las muestras. La curva definird un modelo
matematico que describa adecuadamente la relacion entre concentracion y
la respuesta, la cual debe ser continua y reproducible en el intervalo de

trabajo de la curva de calibracion. 505152

Precision. Determinada en dos aspectos
Repetibilidad. Expresa el grado de concordancia o la precision de una serie
de mediciones bajo las mismas condiciones de operacién dentro de un

intervalo de tiempo corto. También es llamado precisién intra-ensayo. 50:51.52

Reproducibilidad. Refleja la precision entre diferentes sitios de analisis, es

decir, si un método puede ser utilizado en diferentes laboratorios. 50:51.52

Exactitud. Expresa la desviacién del valor medio de una gran serie de
mediciones a partir del valor de referencia aceptado y se puede expresar en
términos de sesgo. Debido a la gran carga de trabajo de analisis de series
grandes, la veracidad se determina por lo general a partir de los resultados
de un gran numero de muestras de control de calidad (puntos o muestras
control). 50:51,52

Estabilidad de la muestra. Determina las condiciones de temperatura y
tiempo entre otros, en las que el farmaco permanece estable en la matriz
biolégica, durante su manejo, toma de muestra, almacenamiento y

procesamiento analitico. 50:51.52
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lll. Planteamiento del problema

Existen estudios que indican que posterior a un trasplante renal a un paciente, cuya
farmacoterapéutica incluye la administracion de micofenolato de mofetilo pro-
farmaco de &cido micofendlico conlleva su respectivo monitoreo clinico. La
farmacocinética de acido micofenolico revela una alta variacion inter e intra sujeto
en sus concentraciones plasmaticas, que resalta la importancia de establecer y
controlar las dosis adecuadas para cada paciente. Concentraciones del acido
micofendlico (metabolito activo del micofenolato de mofetilo) en los extremos del
margen terapéutico pueden provocar consecuencias graves en los pacientes tales
como el aumento de eventos adversos e incluso el rechazo del trasplante

realizado.>3:54.55.56

En la literatura especializada existen reportes para cuantificar &cido micofendlico en
fluidos bioldgicos, sin embargo, estos reportes describen condiciones que no se
encuentran al alcance y/o son dificiles de implementar para una sencilla, rapida y
confiable metodologia analitica para ser aplicable como andlisis rutinario para el
monitoreo clinico de AMF como el que se pretende establecer para el Laboratorio

de Farmacologia en el CINVESTAYV.57:58,59,60,61
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V. Justificacion

La individualizacién de tratamientos farmacolégicos de farmacos con margen
terapéutico estrecho, tales como el acido micofendlico, hace necesario implementar
y contar con metodologias analiticas sencillas, rapidas, confiables e idéneas para
determinar farmacos en matrices biolégicas sin la interferencia de sustancias
endégenas o farmacos administrados concomitantemente; lo cual las hace
indispensables para ser aplicados como analisis rutinarios y asi, poder llevar a cabo
el monitoreo clinico de farmacos tales como micofenolato de mofetilo a través de su
metabolito activo el acido micofendlico en pacientes con trasplante renal, que
contribuya a la visibn integradora de diversos aspectos (analiticos,
farmacocinéticos, farmacodinamico, evolucion del paciente, entre otros) para evitar
gue se produzca el rechazo del 6rgano trasplantado y la mejor profilaxis del paciente

a largo plazo.
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V. Objetivos

Objetivo general

e Establecer un método analitico para cuantificar acido micofendlico en plasma

humano.

Objetivos particulares

e Obtener las condiciones cromatograficas O6ptimas para la determinaciéon
cuantitativa de &cido micofendlico en plasma humano usando CLAR con

deteccion ultravioleta.

e Validar la metodologia analitica para la determinacion cuantitativa de acido

micofendlico en plasma humano usando CLAR con deteccién ultravioleta.

e Evidenciar la aplicabilidad del método en muestras plasmaticas de pacientes con

trasplante renal, para determinar acido micofendlico.
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VI. Hipétesis

Al conseguir las condiciones fisicas (tipo y proporcién de fase mévil, velocidad de
flujo) que logren separar adecuadamente los componentes de interés (acido
micofendlico y estandar interno) a una determinada longitud de onda por CLAR, de
los componentes restantes en una muestra plasmatica procesada proveniente de
pacientes pediatricos con trasplante renal, se podra determinar cuantitativamente
dicho inmunosupresor y caracterizar las concentraciones plasméaticas de dicho

farmaco con respecto al tiempo después de la administracion del medicamento.
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VIl. Materiales
A. Equipos:
e Sistema cromatografico marca HITACHI, ELITE LaChrom:

o Mddulo de detector UV modelo L-2400

o Maodulo de horno de columna modelo L-2300
o Modulo de automuestrador modelo L-2200

o Mobdulo de bomba modelo L-2130

¢ Columna marca Agilent Technologies, ZORBAX Eclipse Plus C18, 4.6 x 150 mm,
3.5 um.

e Agitador vortex marca Scientific Industries, modelo Genie 2
e Agitador vortex multi-tubo marca IKA, modelo MS 3 Digital
e Centrifuga marca Eppendorf, modelo MiniSpin

e Balanza analitica marca Sartorius, modelo BL 210S

e Bafio de ultrasonido marca Cole-Parmer, modelo 8845-40
e Bafio de ultrasonido marca Bransonic, modelo 3510-R-MT
e Potenciometro marca Beckman, modelo pHI 32

e Placa de calentamiento y agitacion marca Bearnstead/Thermolyne, modelo
SP46925

e Ultra congelador marca ScienTemp, modelo 80-9.4A

e Pipeta de repeticidon electrénica marca Gilson, modelo Repetman
e Pipeta de repeticibn marca Eppendorf, modelo 4780

e Pipeta de volumen variable de 100-1000 pL, marca Dragon Lab
e Pipeta de volumen variable de 10-100uL, marca Dragon Lab

e Refrigerador marca Metalfrio, modelo REB301
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B. Materiales diversos

e Matraces volumétricos de 25, 20 y 1000 mL

e Probeta graduada de 500 y 1000 mL

e Puntas para pipeta de repeticion

e Viales para automuestreador de 2 mL

e Pipetas Pasteur

e Vasos de precipitado de vidrio de 50, 100, 250 y 1000 mL
e Gradillas

e Microtubos de 2 mL

e Puntas para pipeta de volumen ajustable de 100-1000 uL
e Puntas para pipeta de volumen ajustable de 10-100 pL

e Espatula

e Guantes de nitrilo

e Filtro tipo HVLP, 45 um

C. Sustancias de referencia

e Acido micofendlico, Sigma-Aldrich, hecho en Israel, pureza > 98%, Lote:
#124M4011V, CAS 2428-93-1.

e Diclofenaco sodico, Sigma-Aldrich, hecho en China, pureza > 98.5%, Lote:
#BCBN3367V, CAS 15307-79-6
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. Reactivos y disolventes

Agua desionizada, tratada en el laboratorio de trabajo con sistema Millipore
Metanol grado cromatografico, CAS 67-56-1, J. T. Baker

Acetonitrilo grado cromatogréafico, CAS 75-05-8, Honeywell

Fosfato de potasio monobasico cristal, CAS 7778-77-0, J.T. Baker

Hidroxido de sodio, CAS 1310-73-2, J.T. Baker
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VIIl. Métodos

A. Establecimiento de condiciones.

Para el establecimiento de las condiciones cromatograficas, se llevé a cabo un

analisis bibliografico de reportes previos, y se propuso llevar a cabo el analisis bajo

los siguientes escenarios:

Fase movil: acetonitrilio-fosfato de potasio monobasico (0.04 M, pH 6.0) en una
proporcion 40:60 v/v respectivamente

Longitud de onda: 215 nm

Columna: Xterra C-18, 3.5 pm, 55 mm

Sistema cromatografico: HITACHI, ELITE LaChrom; médulo de detector UV
modelo L-2400, modulo de horno de columna modelo L-2300, mddulo de
automuestrador modelo L-2200, médulo de bomba modelo L-2130

Velocidad de flujo: 1.2 mL/min

Temperatura: 40 °C

Estandar interno: acemetacina

B. Preparacion de soluciones:

Solucién amortiguadora de fosfato de potasio monobasico, 0.04 M, pH 6.0 en
agua. Se pes6 5.44 g de fosfato de potasio monobasico, se diluyé en un vaso de
precipitado de 1000 mL con agua grado cromatografico hasta disolver
completamente, se ajustd el pH con una solucion de NaOH concentrada a pH
6.0, se transfirid a un matraz volumétrico de 1000 mL y se llevo al aforo.

Fase movil. Mezcla de metanol:solucién amortiguadora de fosfato de potasio
monobasico, 0.04 M, pH 6.0 en una proporcion 54:46 v/v respectivamente. Se
midié en una probeta graduada 540 mL de metanol y 460 mL de solucién
amortiguadora de fosfato de potasio monobasico, transfiriendo en primer lugar
la fase organica (metanol) y posteriormente la fase acuosa (solucion de fosfatos)
a un frasco de vidrio de 1000 mL con tapa de rosca. Se filtr6 con agitacion y se

sometié a bafo de ultrasonido.
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e Solucion de lavado. Mezcla de acetonitrilo:agua (50:50 v/v). Se midié en una
probeta graduada 500 mL de acetonitrilo y 500 mL de agua y se transfirieron a
un frasco de vidrio con tapa de rosca de 1000 mL, se filtr6 con agitacion y se

sonico.

e Solucion estandar de trabajo A (AMF, 250 ug/mL). Se pesé el equivalente a 5.0
mg de sustancia de referencia de AMF y se transfirio a un matraz volumeétrico de

20 mL y se llevo al aforo con metanol.

e Solucion estandar de trabajo B (AMF, 5 pg/mL). Se transfirio de la solucién de
trabajo A un volumen de 0.5 mL a un matraz volumétrico de 25 mL y se llevo al

aforo con metanol.

e Solucion de estandar interno (diclofenaco sédico, 200 ug/mL). Se peso el
equivalente a 5.0 mg de diclofenaco sodico y se transfirid6 a un matraz

volumétrico de 25 mL, se disolvié y se llevo al aforo con metanol.

C. Preparacién de la curva estandar y muestras control en plasma.

En las tablas 1 y 2 se esquematiza la preparacion de los puntos correspondientes a

la curva de calibracion y las muestras control en plasma.

Curva de calibracion
AMF AMF Diclofenaco | Volumen | Volumen de
PuNto Concentracion | Solucién | Solucion Sadico de extrayente
(Mg/mL) A B E.l plasma MeOH
(pL) (pL) (pL) (pL) (pL)
Blanco - - - - 100 900
0 0 - - 50 100 850
1 0.5 - 100 50 100 750
2 1 - 200 50 100 650
3 5 20 - 50 100 830
4 10 40 - 50 100 810
5 20 80 - 50 100 770
6 40 160 - 50 100 690

Tabla 1. Preparacion de la curva de calibracién para la cuantificacion de AMF en plasma.
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Muestras Control
AMF AMF . Volumen | Yolumen
., ., ., Diclofenaco de
Concentraciéon | Solucién | Solucién L de
Control Sadico extrayente
(Mg/mL) A B E.l (uL) plasma MeOH
(WL) (WL) (WL) (ul)
Bajo 0.8 - 160 - 100 690
Medio 7.5 30 - 50 100 820
Alto 30.0 120 - 50 100 710
Diluido* 7.5 - - 50 100 650

Tabla 2. Preparaciéon de Muestras Control para cuantificacion de AMF en plasma.

* La muestra control diluida (MCD) se obtuvo, realizando una muestra de plasma cargado de 75
pg/mL (esta se prepard agregando 300 pL de la solucion de AMF de concentracion 250 pug/mL y
completando a 1 mL con plasma)

D. Extraccion liquido-liquido

En un tubo eppendorf de 2 mL, se colocaron los volimenes correspondientes de

cada solucion segun lo indicado en las tablas 1 y 2. Se agitaron a 3000 rpm durante

200 segundos y se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos. Se transfirio el

sobrenadante a viales con inserto y se inyectaron 60 L al sistema cromatografico.

E. Condiciones cromatogréficas finales

e Fase movil: metanol:fosfato de potasio monobésico (0.04 M, pH 6.0) en una

proporcion 54:46 v/v respectivamente.

e Longitud de onda: 215 nm

e Velocidad de Flujo: 1.5 mL/min
e Columna: ZORBAX Eclipse Plus C18, 4.6 x 150 mm, 3.5 pm

F. Validacién del método analitico para la cuantificaciéon de AMF en plasma

e Selectividad. Se analizaron de forma individual 6 muestras plasmaticas de origen

diferente usando las condiciones cromatograficas establecidas.

Asi como

también soluciones de farmacos de uso comun y que tienen una alta

probabilidad de ser administrados concomitantemente con el AMF segun lo

descrito en la literatura.
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Curva de calibracion. El intervalo de trabajo definido para este parametro fue de
0.5 a 40 pg/mL, sin incluir la muestra blanco y la muestra cero. Se analizaron 3
curvas de calibracion, (incluyendo para cada curva una muestra blanco de matriz
y muestra cero). Se defini6 el modelo matematico que describiera

adecuadamente la relacidon entre la concentracion y la respuesta de cada curva.

Limite inferior de cuantificacion. Se evalu6 por quintuplicado la concentracion

mas baja de la curva de calibracion.

Precision

- Repetibilidad: Se analizaron en un mismo dia, cinco réplicas de muestras
control: limite inferior de cuantificacion(LIC), muestra control baja (MCB),

muestra control media (MCM), muestra control alta (MCA) y muestra control
diluida (MCD).

- Reproducibilidad: Se evaluaron por quintuplicado en tres corridas analiticas
diferentes y en al menos 2 dias las muestras control: LIC, MCB, MCM, MCA
y MCD.

Exactitud. A partir de los datos de precision, se calcularon los por ciento de
recobro para cada muestra de control analizada.

Estabilidad a corto plazo de la muestra procesada. Se evaluaron por triplicado la
MCB y MCA después de su preparacion y se almacenaron en condiciones de

refrigeracion (- 4°C) para su posterior andlisis a las 24, 48y 72 h.

Estabilidad ciclo de congelamiento-descongelamiento de la muestra procesada.
Se evaluaron por triplicado la MCB y la MCA después de su preparacion y se
almacenaron en condiciones de congelamiento (-40 °C) para su posterior
descongelamiento (ciclo) y analisis, y repitiendo el mismo proceso de

congelamiento-descongelamiento hasta haber completado 3 ciclos.
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e Estabilidad ciclo de congelamiento-descongelamiento de la muestra no
procesada. Se evaluaron por triplicado la MCB y la MCA donde posterior a su
analisis inicial el farmaco en contacto con la matriz bioldgica se almacend en
condiciones de congelamiento (-40 °C) y posteriormente se descongelo para su

analisis y repitiendo este mismo proceso hasta haber completado 3 ciclos.

e Estabilidad a largo plazo. Se evaluaron por triplicado las MCB y MCA que se
almacenaron en condiciones de congelamiento (-40 °C) para su posterior
analisisalos 0, 1, 2,5, 7, 15, 30, 45 y 60 dias.

G. Aplicabilidad del método, perfiles farmacocinéticos

Se determin6 el contenido de acido micofendlico a las muestras plasmaticas
provenientes de cada paciente pediatrico con trasplante renal del que se tuvo
disponibilidad, usando el método previamente validado. Se construyeron curvas
concentracion de acido micofénolico contra tiempo para las muestras de los
pacientes y se determinaron los parametros farmacocinéticos: la concentracion
maxima alcanzada (Cmax), €l tiempo al que se alcanza la concentracion maxima

(tmax) y €l Area Bajo de la Curva de tiempo 0 hasta 12 h.
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IX. Resultados y andlisis de resultados

El &cido micofendlico es un farmaco inmunosupresor usado ampliamente dentro de
la farmacoterapia de pacientes con trasplante renal, entre otros. Para mejorar la
biodisponibilidad oral del acido micofendlico, se administra como micofenolato de
mofetilo, el cual es absorbido rapidamente e hidrolizado por las esterasas a &cido

micofendlico.2226

Diversos métodos han sido reportados para el analisis de AMF y sus metabolitos en
diferentes fluidos bioldgicos, tales como: electroforesis, técnicas de inmunoensayos
y cromatografia de liquidos, ésta Ultima usando arreglo de diodos, fluorescencia,

espectroscopia de masas y ultravioleta.**46

No obstante, la amplia variedad de métodos analiticos para la cuantificacién de
AMF, no todos ellos presentan la ventaja de ser sencillos, rapidos y adaptables a
laboratorios analiticos de investigacion o dentro de clinicas u hospitales donde el
monitoreo del AMF es necesario. Bajo este contexto nuestro estudio se enfoco
primeramente a analizar las metodologias analiticas por CLAR con deteccion
ultravioleta, sin arreglo de diodos y sin uso de gradiente para la mezcla de fase
movil, dado que son condiciones no disponibles dentro de nuestro laboratorio y que
pudieran ser por tanto aplicables a nuestros objetivos. Bajo estos importantes
antecedentes y considerando la conversion de micofenolato de mofetilo a acido
micofendlico, las siguientes condiciones se propusieron como inicio para mostrar
qgue la sefal obtenida en el método fuera atribuida al AMF y/o las sefiales que
pudieran observarse pudieran identificarse claramente para AMF y MFM ademas

de la sefal atribuida al estandar interno.

Fase movil: acetonitrilio-fosfato de potasio monobésico (0.04 M, pH 6.0) en una
proporcién 40:60 v/v respectivamente; A= 215 nm; columna: Xterra C-18, 3.5 um,
55 mm; velocidad de flujo: 1.2 mL/min; temperatura: 40 °C y el farmaco utilizado

como estandar interno fue acemetacina.
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Las condiciones sefialadas anteriormente produjeron sefiales que no permitian la
resolucion del AMF ya que se presentaban sefales sin las caracteristicas tipicas de
picos de resolucion adecuada, las cuales no permitian que la sefal del acido
micofendlico logrard alcanzar que partiera y llegara a linea base, condiciéon que no
permitia una correcta integracion del pico y por lo tanto el método no resultaba

reproducible ni exacto.

Para resolver este problema se decidié modificar la proporcion de la fase mévil hasta
obtener una mejor separacion, pero no se logré dicho objetivo, como consecuencia
se optd por cambiar uno de los componentes de la fase movil y usar como fase
organica metanol, el cual era el mismo solvente que se utilizaba como extrayente
para la preparacion de las muestras tratando asi de homogenizar el tipo de solvente
utilizado. Se realizaron las pruebas con la nueva fase moévil resultando en una mejor
resolucién en la sefial del AMF, pero que presentd un inicio por encima de la linea
base, la cual, no obstante que se realizaron otros cambios de proporcion de fase
movil, el problema persistié. Aunado a estos cambios, el tiempo de la sefial del E.I.
(acemetacina) se modifico presentando un tiempo de retencion mucho mayor al ya
establecido con la fase mévil anterior, por lo cual se decidi6 cambiar el estandar
interno por otro farmaco que presentaran una deteccion a la longitud de onda de
215 nm.

Indometacina, naproxeno sodico y diclofenaco sodico se probaron como posibles
estandar interno. El diclofenaco sédico fue quien presento una mejor resolucién, y
un tiempo de retencién aceptable dentro del criterio que se establecié para una
corrida analitica de maximo 10 minutos. Ya con una sefal definida del estandar
interno, se decidié aumentar la velocidad de flujo y modificar la proporcion de la fase
movil para reducir el tiempo de la corrida analitica, lograndose una corrida analitica
de 8 minutos aproximadamente sin incremento significativo de la presion, resultando
en una separacion de sefiales como lo muestra el cromatograma de la figura 3. En
el cual se puede observar que no obstante hay una adecuada resolucién entre las
sefales de interés (AMF y el diclofenaco como estandar interno), ambas sefiales no

presentan simetria en el pico obtenido como sefal. Condicidon que no impide sean
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seleccionadas como adecuadas en el método, en virtud a que con ayuda del
software puede definirse la correcta integracion de los mismos, bajo esta
justificacion se define finalmente que las condiciones mencionadas en el apartado
VIl inciso E, y que generaron estas sefiales se eligieron como condiciones finales

para la separacion cromatografica.

A

Figura 3. Sefial de acido micofendlico (A) y diclofenaco sédico (B), generadas con la aplicacion de
las condiciones del método analitico propuesto en muestras en solucion.

Dado que la validacion de una metodologia analitica permite el conocimiento de las
caracteristicas de funcionamiento de la misma y proporciona su grado de
confiabilidad en los resultados obtenidos al aplicarlo, una vez definidas las mejores
seflales bajo las condiciones de experimentacion estudiadas se procedio la

siguiente etapa de este estudio que fue la validacion el método.*%:%°

Para el parametro de selectividad, la evaluacion de seis plasmas individuales
analizados, no evidenciaron alguna interferencia por parte de la matriz biolégica con
los tiempos de retencién del analito de interés (2.96 min) y el E.l. (7.17 min)
utilizados, ya que durante la corrida analitica no se observé ninguna sefal, como lo
muestra el cromatograma de la figura 4 inciso A. Una diferencia de 4.21 minutos
entre las sefiales de los compuestos mencionados, indica que cumple uno de los
requisitos para una resolucién adecuada de los compuestos (figura 4, inciso B), no

obstante, persiste la no simetria de las sefales.

48



Figura 4. Selectividad. Sefiales generadas en la evaluacion del plasma humano (A) y sefiales del
AMF y E.l. generadas con la aplicacion del método analitico en plasma humano (B).

En virtud a que se pretende que el método sea aplicado a muestras de pacientes,
la evaluacion del parametro de selectividad también se determiné en las muestras
plasmaticas con la presencia de farmacos de uso comudn y/o uso concomitante con
MFM. En la tabla 3 se presentan los farmacos evaluados para este parametro y sus
respectivos tiempos de retencién en los cuales emitieron una sefal, al ser
comparados con los tiempos de retencion de AMF y el E.l., nos permiten sugerir
que no se evidencio interferencia de estos farmacos con los tiempos de retencion
del AMF y el E.l. debido a que en ningun caso se presento una sefial significativa

gue pudiese interferir durante la corrida analitica con las condiciones establecidas.
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Farmaco Tiempo de retencion (min)
Acido acetilsalicilico 1.2
Acido salicilico 1.2
Ambroxol 0.8
Bromhexina 2.0,25
Dapsona 1.2
Pravastatina 0.8
Cafeina 1.8
Ciclosporina A 2.0
Acetaminofén 1.2
Captopril -
Pseudoefedrina 1.3

Tabla 3. Evaluacion de Selectividad. Tiempos de retencion de los fArmacos de uso comun y/o uso
concomitante con MFM.

El intervalo de concentraciones de AMF definido para evaluar la proporcion entre la
concentracion del mismo y su respuesta analitica (Relacion de Area Bajo la Curva
del pico cromatografico del AMF/ Area Bajo la Curva del pico cromatogréfico del E.I)

dio como resultado un gréfico como el que se muestra en la siguiente figura 5.

6.0000
5.0000
4.0000

3.0000

y=0.133x+0.05

2.0000 2= 1

ABC AMF/ABC EI

1.0000
0.0000
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0

Concentracion (pg/mL)

Figura 5. Curva de calibracion promedio evaluada para la cuantificacion de AMF en plasma. Cada
punto representa el promedio de 3 repeticiones * su desviacion estandar.
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El valor alto del coeficiente de determinaciéon obtenido (r> > 0.99) para los datos
representados en la figura 3, generd una proporcion lineal alta del tipoy = mx + b.
Indicando que el método propuesto en el intervalo de trabajo analizado (0.5 — 40
pg/mL) tiene la capacidad para obtener una respuesta proporcional a la
concentracion de AMF en muestras plasméticas, no evidenciandose un coeficiente
de variacion mayor a 15 % en los niveles de concentracion analizados por triplicado
en una corrida analitica, ademas de un % de desviacion no mayor a 20 % para el
nivel mas bajo de la curva y 15 % para los otros niveles de la curva de calibracion
(véase Tabla 4y 5).

Conc. nominal Relacién de areas .

(ug/mL) Curva A Curva B Curva C Promedio | % C.V.
Blanco - - - - -

0.0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
0.5 0,1117 0,1189 0,1045 0,1117 1.5572
1.0 0,1763 0,1769 0,1756 0,1763 0.0731
5.0 0,7138 0,7260 0,7045 0,7147 0.2156
10.0 1,3813 1,3879 1,4000 1,3897 0.0938
20.0 2,7350 2,7290 2,6903 2,7181 0.1208
40.0 5,3787 5,3647 5,3466 5,3633 0.0402

r2 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999

m 0.1335 0.1329 0.1325 0.1330

b 0.0475 0.0556 0.0469 0.0500

Tabla 4. Variabilidad de la Curva de Calibracion. Relacion de Area Bajo la Curva del pico
cromatografico del AMF/ Area Bajo la Curva del pico cromatogréafico del E.l. Para cada nivel de
concentracion se presenta su respectivo valor de % de coeficiente de variacion.

., Concentracién recuperada Conc.
Concentracion % de
. (ng/mL) Recuperada o
nominal Promedio deSV|aC|pn
(ng/mL) CurvaA | CurvaB | CurvaC (ng/mL) promedio
Blanco - - - - -
0.0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
0.5 0.4811 0.4764 0.4345 0.4640 -7.1943
1.0 0.9651 0.9126 0.9706 0.9494 -5.0597
5.0 4.9912 5.0426 4.9610 4.9983 -0.0346
10.0 9.9922 10.0216 10.2080 10.0737 0.7367
20.0 20.1327 20.1103 19.9430 20.0622 0.3111
40.0 39.9378 39.9366 | 39.9829 39.9524 -0.1190

Tabla 5. Curva de Calibracion. Concentraciones recuperadas obtenidas al interpolar la relacién de

areas calculada en el modelo matematico obtenido de cada curva de calibracién. Para cada nivel de

concentracion se presenta su respectivo valor de % de desviacién promedio.
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La evaluacion de la precision del método se determind en términos de repetibilidad
y reproducibilidad analizando las muestras control (MC) mencionadas en la

metodologia (apartado VIII, inciso F).

Las concentraciones obtenidas de las MC obtenidas al interpolar las respuestas
(ABC AMF/ABC E.I) en el modelo matematico de la corrida analitica previamente
analizada para determinar la repetibilidad o precision intra dia, indican que en
ningun nivel de las MC (alto: 30.0 ug/mL, medio 7.5 pg/mL, bajo 0.8 pg/mL o de
dilucién 7.5 pg/mL) o limite de cuantificacion (0.5 pg/mL), se alcanzé un %C.V.
mayor al especificado en el limite de especificacion establecido es decir, 15% para
las MCB, MCM, MCA y MCD, y para el LIC del 20%.5! Tal como puede observarse

en la figura 6.

25.0000
20.0000 === === == - = - - e e e
15.0000

>

N

X 10.0000
5.0000

2.3614 2.0290 3.0078
_ 0.5565 0.6226 -
0.0000
ELIC MCB MCM MCA E MCD

Figura 6. Repetibilidad del método. Valores del %C.V. de las concentraciones recuperadas para las
muestras LIC, MCB, MCM, MCA y MCD establecidas para la repetibilidad del método. Cada valor
representa el % C.V. de 5 réplicas.

Los resultados obtenidos en la figura 6, sugieren que el método analitico tiene un
alto grado de concordancia entre los resultados experimentales cuando se aplico el
meétodo cinco veces bajo las mismas condiciones (en un mismo dia) en cada nivel
de concentracion establecido (MCB, MCM, MCA y MCD, y LIC), no mostrando la
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presencia de errores sistematicos atribuidos a la metodologia y/o analista de forma
significativa como puede observarse en los valores individuales para cada nivel de

muestras control. (Tabla 10 en el anexo A).

Los resultados del analisis de muestras plasmaticas adicionadas con AMF por
quintuplicado en dos dias diferentes, para determinar la reproducibilidad del método
se presentan en las figuras 7-12. En ellas se pueden observar las variaciones
(representadas como %C.V.) de las concentraciones recuperadas obtenidas por los
cinco niveles de concentracion evaluados: MCB, MCM, MCA, MCD, y LIC por dia
de analisis.

En las figuras 7-11 también, se puede observar que los valores %C.V. determinados
en cada dia de analisis se encuentran muy por debajo de las especificaciones para
las MCB, MCM, MCA y MCD menor o igual del 15%, y para el LIC menor o igual al
20% como lo establece la NOM-177-SSA1-2013.

Las muestras control de LIC y MCB para este parametro fueron las que presentaron
una variacion mayor del porcentaje recuperado, pero sin salir del criterio de
aceptacion establecido.>! La mayor variacién observada para estas concentraciones
es explicada por el hecho que para obtener o preparar estas concentraciones las
condiciones experimentales parten de la obtencién de soluciones y/o volumenes
pequefios en los cuales la probabilidad de incurrir en imprecisiones al medirlos es
alta. La mayor variabilidad en las concentraciones para el LIC y MCB también se
puede observar en la Figura 12, donde se han representado los %C.V. del valor
promedio de las determinaciones en los 2 dias en que se realizo la reproducibilidad
del método. Los valores individuales para cada muestra control en los diferentes

dias de analisis se presentan en la tabla 11 del anexo A.
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Figura 7. Reproducibilidad para el LIC. Valores del %C.V. de las concentraciones recuperadas para
el andlisis del LIC en dos dias diferentes (C.A.1, C.A.2, y C.A.3). Cada valor representa el % C.V. de
5 réplicas.
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Figura 8. Reproducibilidad para el MCB. Valores del %C.V. de las concentraciones recuperadas para
el andlisis de las MCB en dos dias diferentes (C.A.1, C.A.2, y C.A.3). Cada valor representa el %
C.V. de 5 réplicas.
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Figura 9. Reproducibilidad para el MCM. Valores del %C.V. de las concentraciones recuperadas para
el andlisis de las MCM en dos dias diferentes (C.A.1, C.A.2, y C.A.3). Cada valor representa el %C.V.
de 5 réplicas.
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Figura 10. Reproducibilidad para el MCA. Valores del %C.V. de las concentraciones recuperadas
para el analisis de las MCA en dos dias diferentes (C.A.1, C.A.2, y C.A.3). Cada valor representa el
%C.V. de 5 réplicas.
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Figura 11. Reproducibilidad para el MCD. Valores del %C.V. de las concentraciones recuperadas
para el analisis de las MCD en dos dias diferentes (C.A.1, C.A.2, y C.A.3). Cada valor representa el
%C.V. de 5 réplicas.
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Figura 12. Reproducibilidad promedio para LIC, MCB, MCM, MCA y MCD. Valores del %C.V.
promedio de las concentraciones recuperadas para el analisis del LIC, MCB, MCM, MCA y MCD.

La evaluacion del limite inferior de cuantificaciéon en la validacion, se torné critica en
el estudio, considerando la no simetria en nuestras sefiales. En el cromatograma

presentado en la figura 13, se puede observar que la sefial generada por el AMF



para este punto mas bajo de la curva, sigue no partiendo de la linea base, lo que

provoca la no simetria del mismo, pero no resulta en una imprecision o inexactitud

en el método. Como lo muestran los resultados en la tabla 6 al no obtenerse un

%C.V. mayor al 20 % y una desviacion no mayor al 20% de su valor nominal

respectivamente. Cumpliendo asi con los limites de especificacion para ambas
condiciones establecidas en la NOM-177-SSA1-2013.

E.lL

T8 38 .11 AP s Y (11 [T (1]

Figura 13. Sefiales del AMF y E.I. generadas en la evaluacion del LIC aplicando el método analitico

propuesto en plasma humano.

Replica Coqcentracién Concentracion % Desviacion
nominal (ug/mL) recuperada (ug/mL)
1 0.5 0.4493 -10.1482
2 0.5 0.4398 -12.0443
3 0.5 0.4380 -12.4065
4 0.5 0.4221 -15.5852
5 0.5 0.4515 -9.7017
Promedio 0.4401
D.E. 0.0117
% C.V. 2.6479
% Desviacion -11.9772

Tabla 6. Limite de Cuantificacion. Variabilidad presentada como %C.V. y el % de desviacion obtenida
para la concentracion de 5 pg/mL, definida como el LIC.
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La capacidad del método analitico para obtener resultados lo mas proximos posibles
a un valor verdadero (exactitud) fue determinada a partir de los analisis realizados
para determinar la precision del método. En las figuras 14-17 se observan los
porcentajes recuperados promedio y la de desviacion correspondientes al valor
nominal (100%) para cada muestra control (MC) en tres corridas diferentes. En
todos los casos se puede observar que las desviaciones no son mas grandes del

10 por ciento, excepto para la muestra diluida.

La muestra diluida alcanza en dos corridas 15 y 17 %, mas del por ciento de
recuperacion del valor nominal (100%), los cuales aun cuando son mayores a los
obtenidos en las restantes MC analizadas no sobrepasan el criterio de aceptacion

(20 % de desviacion para concentraciones bajas).

Considerando que todos los niveles de concentracion de las muestras control
analizadas se encuentran dentro del limite de especificacion menor o igual al 15 %
para cada MC incluso el limite de cuantificacion 5. A diferencia de la precision, que
refleja el error aleatorio, la exactitud refleja el error sistematico o la tendencia a él,
cuando existen interferencias en el método por falta de selectividad, o cuando
existen condiciones que pueden contribuir al error sistematico tal como la etapa
extraccion liquido-liquido en nuestro método. Los resultados obtenidos muestran
qgue errores como los mencionados estan controlados, se presentan de forma
constante y no contribuyen a una desviacion mayor a la estipulada en el criterio de
aceptacion normativo, aun cuando se obtiene el promedio en las tres corridas
analiticas como puede observarse en la figura 17. Los valores numéricos
individuales para cada muestra control que se representan en las figuras 14 a 17,

se encuentran en la tabla 12 del anexo A.
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Figura 14. Exactitud del método corrida analitica 1. Desviaciones del por ciento recuperado promedio
de muestras control: LIC, MCB, MCM, MCA y MCD con respecto a valor nominal de 100 % obtenidos
para la evaluacion del parametro de exactitud.

125.0000

1200000 F === = === e e e e e e e e e e e e e m— - - - =
® 117.9001

115.0000
110.0000
105.0000

100.0000 ® 996056 98.9002 99.3585

95.0000
® 92.9338

% de desviacion

90.0000

85.0000
80.0000 === == = = — o —— -
75.0000

Figura 15. Exactitud del método corrida analitica 2. Desviaciones del por ciento recuperado promedio
de muestras control: LIC, MCB, MCM, MCA y MCD con respecto a valor nominal de 100 % obtenidos
para la evaluacién del pardmetro de exactitud.
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Figura 16. Exactitud del método corrida analitica 3. Desviaciones del por ciento recuperado promedio
de muestras control: LIC, MCB, MCM, MCA y MCD con respecto a valor nominal de 100 % obtenidos
para la evaluacion del parametro de exactitud.

125.0000

1200000 === === = = @ e e e e mmmmmm - -
1135573

115.0000

110.0000

105.0000
98.5634
T

100.0000

95.0000

% de desviacidn

90.0000
85.0000
80.0000 — ———— R — - — - - - - - - - - - - = — - — —
75.0000

W LIC = MCB »MCM MCA = MCD

Figura 17. Exactitud del método. Promedio de las desviaciones del por ciento recuperado de
muestras control: LIC, MCB, MCM, MCA y MCD con respecto a valor nominal de 100 % obtenidos
para la evaluacién del parametro de exactitud. Cada valor representa el promedio de tres corridas

analiticas.
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Asegurar la estabilidad del producto de interés (analito) es otro de los parametros
contemplados en la validacién de un método bioanalitico.®? Por lo general para este
tipo de estudio los andlisis no se realizan inmediatamente después de la coleccion
de las muestras biolégicas, es esencial que el producto de interés se mantenga en
las condiciones de almacenamiento definidas, para garantizar que los resultados de
concentracion obtenidos no muestren cambios significativos después del muestreo
y resguardo de las muestras.®3%4 La evaluacion de la estabilidad debe llevarse a
cabo para garantizar que cada etapa del analisis de la muestra asegure la integridad
del analito, lo que significa que las condiciones aplicadas a los ensayos de
estabilidad, como la matriz de la muestra, el anticoagulante, los materiales del
envase, las condiciones de almacenamiento y condiciones analiticas, deben ser
similares a las utilizadas para las muestras de estudio reales.5>%” La normatividad
mexicana (NOM-177-SSA1-2013), sefala la evaluacién de la estabilidad a corto
plazo, a largo plazo, la estabilidad de la muestra procesada, estabilidad en el
automuestreador y estabilidad ciclos de congelacion-descongelacion. En nuestro
estudio, se realizé la estabilidad a corto plazo de muestra procesada y la evaluacién
de ciclos de congelacién y descongelacién de la muestra procesada.

En las figuras 18 y 19 se presentan los resultados obtenidos de la estabilidad para
las muestras control bajo (0.8 ug/mL) y la muestra control alta (30.0 pg/mL), cuando
se realizé una estabilidad de muestra procesada a corto plazo (24, 48 y 72 h). Los
resultados presentados de la MCB muestran desviaciones al valor teorico, pero
éstas no contribuyen para que los valores obtenidos estén fuera de los limites de
especificacion establecidos en la NOM-177-SSA1-2013. Los resultados obtenidos
para la MCA indican también una exactitud y precision adecuada y suficiente para
cumplir con los criterios establecidos para el pardmetro, con lo cual se puede sugerir
gue la muestras procesadas y resguardadas en refrigeracion (-4°C) pueden ser
analizadas tres dias después de ser procesadas y asegurar que los resultados
obtenidos son confiables. Los valores individuales que se representan en las figuras

18 y 19, se encuentran en la tabla 13 del anexo A.
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Figura 18. Estabilidad a corto plazo de muestra procesada para MCB. Concentraciones obtenidas
de muestras control bajas procesadas (0.8 ug/mL) y resguardadas para andlisis a las 0, 24, 48,y 72
h. Cada punto representa el promedio de 3 determinaciones.

35.0000

34.0000

MUESTRA CONTROL ALTA (30.0 pg/mL)
33.0000

32.0000

31.0000

30.0000 @ —3 - L
29.0000
28.0000

Concentracion (ug/mL)

27.0000
26.0000
25.0000

tiempo (h)

Figura 19. Estabilidad a corto plazo de muestra procesada para MCA. Concentraciones obtenidas
de muestras control altas procesadas (30.0 pg/mL) y resguardadas para andlisis a las 0, 24, 48,y 72
h. Cada punto representa el promedio de 3 determinaciones.
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Otro aspecto de la estabilidad del AMF en nuestro estudio, fue retar a muestras
control (MCB y MCA) procesadas y sin procesar a ciclos de congelamiento
descongelamiento. ElI promedio de las concentraciones recuperadas de las
muestras control obtenido en tres ciclos de congelamiento-descongelamiento
cuando éstas fueron procesadas y cuando estuvo en contacto directo con la matriz
bioldgica y fueron procesada antes del andlisis, se presentan en las figuras 20 y 21
y figuras 22 y 23 respectivamente. En ambos casos se evidencia que, durante todos
los andlisis posteriores a los ciclos de congelamiento-descongelamiento, las
muestras continuaron cumpliendo el criterio establecido para la estabilidad: la
concentracion promedio de cada nivel debe estar dentro del 15% de la
concentracion nominal®:. Dado que la desviaciébn observada en ningln caso
sobrepaso los limites de especificacion establecidos para ambos niveles de
concentracion estudiados (MCB=0.8 pg/mL y MCA= 30.0 pug/mL). Se concluye que
las muestras después de tres ciclos de congelacion-descongelacién siguen
manteniendo sus propiedades, por lo que un analisis posterior a estos ciclos como
maximo, permitird la obtencién de resultados confiables. Los valores individuales
que se representan en las figuras 20 y 21 y figuras 22 y 23, se encuentran en las

tablas 14 y 15 respectivamente del anexo A.
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Figura 20. Ciclos congelamiento-descongelamiento de muestra procesada para la MCB.
Concentraciones obtenidas de muestras control bajas procesadas (0.8 pg/mL) y resguardadas para
analisis después de 3 ciclos de congelamiento-descongelamiento. Cada punto representa el
promedio de 3 determinaciones.
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Figura 21. Ciclos congelamiento-descongelamiento de muestra procesada para la MCA.
Concentraciones obtenidas de muestras control altas procesadas (30.0 ug/mL) y resguardadas para
analisis después de 3 ciclos de congelamiento-descongelamiento. Cada punto representa el
promedio de 3 determinaciones.
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Figura 22. Ciclos congelamiento-descongelamiento de muestra no procesada para la MCB.
Concentraciones obtenidas de muestras control bajas procesadas (0.8 ug/mL) y resguardadas para
andlisis después de 3 ciclos de congelamiento-descongelamiento. Cada punto representa el
promedio de 3 determinaciones.
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Figura 23. Ciclos congelamiento-descongelamiento de muestra no procesada para la MCA.
Concentraciones obtenidas de muestras control altas procesadas (30.0 pg/mL) y resguardadas para
andlisis después de 3 ciclos de congelamiento-descongelamiento. Cada punto representa el
promedio de 3 determinaciones.

Finalmente para concluir con el parametro de estabilidad, la evaluacion de las
muestras control bajas y altas almacenadas bajo condiciones de congelamiento a
largo plazo, evidencio que las MC mantienen sus propiedades hasta 60 dias, que
fue el tiempo maximo que se realiz6 la prueba, ya que durante todos los analisis de
la muestra a diferentes tiempos aunque hubo una ligera variacion en las
concentraciones obtenidas, éstas se mantienen dentro de las especificaciones
marcadas en la NOM-177-SSA1-2013, donde el por ciento de desviacion fue menor
al 15 % en todos los casos de las MCB y MCA como se muestra en las figuras 24 y
25 respectivamente, dando como resultado que un analisis de muestras problema
almacenadas hasta dos meses como maximo bajo las condiciones de
almacenamiento evaluadas arrojaran resultados confiables. Los valores individuales
gue se representan en las figuras 24 y 25, se encuentran en la tabla 16 del anexo
A.
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Figura 24. Estabilidad a largo plazo para la MCB. Concentraciones obtenidas de muestras control
bajas (0.8 pg/mL) y resguardadas para andlisis después de 0, 1, 2, 8, 15, 30, 44 y 61 dias. Cada
punto representa el promedio de 3 determinaciones.
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Figura 25. Estabilidad a largo plazo para la MCA. Concentraciones obtenidas de muestras control
altas (30.0 pg/mL) y resguardadas para andlisis después de 0, 1, 2, 8, 15, 30, 44 y 61 dias. Cada
punto representa el promedio de 3 determinaciones.
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Posteriormente a la aprobacion de la validacion del método analitico, se procedio al
analisis de las muestras plasmaticas provenientes de pacientes pediatricos del
Hospital Infantil de México Federico Gomez para obtener sus correspondientes
perfiles farmacocinéticos, como la via de demostracion de la aplicabilidad del
método validado.

Al realizar el andlisis de las primeras muestras se observé presentaban una
concentracion menor a la del limite inferior de cuantificacion (0.5 pg/mL) establecido
en la validacion de nuestro método, lo cual resultaba en datos inexactos e
imprecisos ya que no se encontraban dentro del intervalo de trabajo validado. Para
solucionar el problema se procedié a repetir el analisis de las muestras, pero
adicionando a las mismas una concentracién conocida de AMF (5.0 pg/mL) para
aumentar la sefal del analito y se lograra cuantificar dentro del intervalo de trabajo
establecido. Usando esta técnica, todos los analisis realizados aplicando el método
analitico generaron respuestas analiticas que fueron interpolables dentro del

intervalo de concentracion de la curva de calibracion validada.

Una vez determinadas las concentraciones de AMF en las muestras de los
pacientes se procedi6 a la caracterizacion de los perfiles farmacocinéticos, para lo
cual con ayuda del software Phoenix WinNonLin, se obtuvieron los parametros

farmacocinéticos correspondientes, aplicando un andlisis no compartimental.

Las figuras 26-28 presentan el perfil farmacocinético de concentracion de AMF vs
tiempo en muestras plasmaticas en tres pacientes. En ellos puede observarse un
comportamiento similar respecto a que tienen un incremento de concentraciones de
AMF hasta alcanzar una concentracibn maxima para posterior a ésta, observarse
una disminucién de concentraciones, comportamiento caracteristico de una

administracion oral del medicamento.

Para el caso especifico de este estudio (pacientes administrados con MFM vy
cuantificacion del metabolito activo AMF) el perfil de AMF se observa un segundo
pico explicado por la recirculacién entero-hepatica del MPA.%*
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Al comparar los tres perfiles plasmaticos obtenidos, puede observarse la variabilidad
en cuanto al valor de la concentracibn maxima obtenida y el tiempo al que alcanza
ésta, la cual coincide con lo reportado en literatura. De la misma forma para el valor

ABC obtenido y la concentracion al tiempo 12 horas.

La variabilidad de concentraciones de AMF y el comportamiento farmacocinético del
mismo observada en estos pacientes, es la razon que evidencia la necesidad de
contar con el método analitico validado, como una herramienta para llevar a cabo
una monitorizacion del AMF en pacientes que llevan la farmacoterapia

inmunosupresora con MFM y mejorar sus resultados clinicos.

Como es conocido aumentar la eficacia de un medicamento y limitar los eventos
adversos del mismo a través de la monitorizacion de farmacos, no es tarea que se
cubra Unicamente con la determinacién de las concentraciones plasmaticas del
farmaco de interés, es una labor multidisciplinaria que requiere conocer el farmaco,
su perfil farmacocinético, la(s) pautas de tratamiento, condiciones clinicas del
paciente, su farmacoterapia concomitante, entre otras. El objetivo de esta tesis es
contar con una metodologia analitica confiable para ser aplicable como analisis
rutinario para el monitoreo clinico de AMF que se pretende establecer en el
Laboratorio de Farmacologia en el CINVESTAV. Los perfiles farmacocinéticos de
AMF, obtenidos en la aplicabilidad del método indican que el farmaco de interés es
sensible para cuantificar AMF y es capaz de detectar diferencias de su
comportamiento en muestras de pacientes, tal como se muestra en los perfiles
obtenidos. Y se establece las limitantes de las consideraciones de interpretacion de
resultados farmacocinéticos-farmacodindmicos para el ajuste de la dosis y la
comunicacién de las recomendaciones para mantener, cambiar o suspender la
medicacion y garantizar la eficacia del medicamento, dado que no se cuenta con la
informacion suficiente de otros aspectos involucrado en el paciente que se

relacionan directamente con los perfiles farmacocinéticos obtenidos.
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Figura 26. Gréafico del perfil farmacocinético obtenido de la evaluacion de AMF en muestras del
paciente con clave RC807966 a diferentes tiempos.

PARAMETROS
ABC o012 109.9 h-pg/mL
Cmax 43.2 pg/mL
tmax 0.4 h
Co 4.3 pg/mL
Ci2 10.3 pg/mL

Tabla 7. Parametros farmacocinéticos obtenidos del perfil farmacocinético del paciente con clave
RC807966.
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Figura 27. Grafico del perfil farmacocinético obtenido de la evaluacion de AMF en muestras del
paciente con clave AR798458 a diferentes tiempos.

PARAMETROS
ABC 0.12 111.3 h-pg/mL
Cmax 44.5 pg/mL
tmax 0.5 h
Co 1.9 pHg/mL
Ci2 5.0 pug/mL

Tabla 8. Parametros farmacocinéticos obtenidos del perfil farmacocinético del paciente con clave
AR798458.

70



30.0000

25.0000

20.0000

15.0000

Concentracion (pg/mL)

10.0000

5.0000

0.0000

Figura 28. Grafico del perfil farmacocinético obtenido de la evaluacion de AMF en muestras del
paciente con clave JC832091 a diferentes tiempos.

PARAMETROS
ABC o012 63.5 h-pg/mL
Cmax 23.8 pg/mL
tmax 3.1 h
Co 1.8 pg/mL
Ci2 3.3 pg/mL

Tabla 9. Parametros farmacocinéticos obtenidos del perfil farmacocinético del paciente con clave
JC832091.
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X. Conclusiones

Se establecieron las condiciones cromatograficas 6ptimas para la determinacion
cuantitativa de &cido micofendlico en plasma humano usando CLAR con

deteccion ultravioleta.

La metodologia analitica propuesta para la determinacion cuantitativa de acido
micofendlico en plasma humano usando CLAR con deteccion ultravioleta es
valida conforme a la normatividad nacional (NOM-177-SSA1-2013).

Se evidenci6 la aplicabilidad del método en muestras plasmaticas de pacientes

pediatricos con trasplante renal, para la determinacion de acido micofendlico.
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XI. Perspectivas

Establecer una metodologia analitica que pueda cuantificar el AMF y sus
metabolitos producidos ya que son de caracteristicas muy similares y uno de
ellos resulta tener actividad farmacologica similar al AMF.

Establecer un limite de cuantificacibn menor al propuesto en este trabajo para
obtener resultados mas precisos y exactos

Establecer un estandar interno que presente una resolucion mejor con base a

las caracteristicas del AMF.
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XIIl. Anexos
Anexo A. Resultados de validacion del método

Concentracion
nominal 0.5 0.8 7.5 30.0 7.5
(ng/mL)
Concentracion recuperada (png/mL)

Réplica LIC MCB MCM MCA MCD
1 0.4025 0.7415 7.2923 29.5517 7.9993
2 0.4278 0.7666 7.2710 29.2973 7.9020
3 0.4159 0.7426 7.2669 29.6862 8.1934
4 0.4183 0.7259 7.2586 29.4365 7.7891
5 0.4076 0.7532 7.3585 29.7506 8.3993
Promedio 0.4145 0.7460 7.2895 29.5445 8.0566
D.E 0.0098 0.0151 0.0406 0.1839 0.2423
% C.V. 2.3614 2.0290 0.5565 0.6226 3.0078

Tabla 10. Repetibilidad del método. Datos y valores de %C.V. de las cantidades recuperadas en las
muestras MCB, MCM, MCA, MCD, y LIC, obtenidos en la evaluacién del pardmetro repetibilidad.

Concentracion
nominal 0.5 0.8 7.5 30.0 7.5
(ng/mL)
Réplica Concentracion recuperada (ug/mL)
CA. 1 LIC MCB MCM MCA MCD
1 0.4025 0.7415 7.2923 29.5517 7.9993
2 0.4278 0.7666 7.2710 29.2973 7.9020
3 0.4159 0.7426 7.2669 29.6862 8.1934
4 0.4183 0.7259 7.2586 29.4365 7.7891
5 0.4076 0.7532 7.3585 29.7506 8.3993
Promedio 0.4145 0.7460 7.2895 29.5445 8.0566
D.E 0.0098 0.0151 0.0406 0.1839 0.2423
% C.V. 2.3614 2.0290 0.5565 0.6226 3.0078

Tabla 11. Resultados obtenidos en la evaluacién de reproducibilidad de 3 corridas analiticas en 2
dias (precision inter dia).
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Concentracion
nominal 0.5 0.8 7.5 30.0 7.5
(ng/mL)
Réplica Concentracion recuperada (pg/mL)
CA.2 LIC MCB MCM MCA MCD
1 0.4798 0.8032 7.3811 29.8561 9.4975
2 0.4564 0.8109 7.5722 29.6013 8.5599
3 0.4636 0.7930 7.3770 29.9985 8.7822
4 0.4639 0.7948 7.4137 30.0237 8.4847
5 0.4596 0.7823 7.3435 29.5582 8.8883
Promedio 0.4647 0.7968 7.4175 29.8075 8.8425
D.E 0.0090 0.0108 0.0900 0.2181 0.4008
% C.V. 1.9333 1.3601 1.2127 0.7316 5.5327
C.A.3 LIC MCB MCM MCA MCD
1 0.5511 0.9297 7.3762 29.4476 9.1084
2 0.5041 0.8733 7.3660 29.6201 8.7739
3 0.5215 0.8520 7.3688 29.3020 8.4583
4 0.5356 0.8198 7.3375 29.3219 8.6373
5 0.4772 0.8245 7.1560 29.0840 8.2784
Promedio 0.5179 0.8598 7.3209 29.3551 8.6513
D.E 0.0286 0.0447 0.0933 0.1976 0.3164
% C.V. 5.5236 5.1931 1.2748 0.6731 3.6577
C.A. 123 LIC MCB MCM MCA MCD
Promedio 0.4657 0.8009 7.3426 29.5690 8.5168
D.E 0.0469 0.0417 0.0450 0.0458 0.0362
% C.V. 10.0640 5.2106 0.6126 0.1550 0.4249

Tabla 11 (continuacion). Resultados obtenidos en la evaluacién de reproducibilidad de 3 corridas
analiticas en 2 dias (precision inter dia)

83



Concentracion

nominal 0.5 0.8 7.5 30.0 7.5
(ng/mL)
Réplica Concentracion recuperada (ug/mL)
CA.1 LIC MCB MCM MCA MCD
1 0.4025 0.7415 7.2923 29.5517 7.9993
2 0.4278 0.7666 7.2710 29.2973 7.9020
3 0.4159 0.7426 7.2669 29.6862 8.1934
4 0.4183 0.7259 7.2586 29.4365 7.7891
5 0.4076 0.7532 7.3585 29.7506 8.3993
% Desviacion | -17.1099 6.7549 2.8070 1.5185 7.4215
CA.2 LIC MCB MCM MCA MCD
1 0.4798 0.8032 7.3811 29.8561 9.4975
2 0.4564 0.8109 7.5722 29.6013 8.5599
3 0.4636 0.7930 7.3770 29.9985 8.7822
4 0.4639 0.7948 7.4137 30.0237 8.4847
5 0.4596 0.7823 7.3435 29.5582 8.8883
% Desviacion -7.0662 0.3944 1.0998 0.6415 17.9001

Tabla 12. Resultados de % desviacién calculados para el parametro de exactitud.
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Concentracion
nominal 0.5 0.8 7.5 30.0 7.5
(ng/mL)
Réplica Concentracion recuperada (pg/mL)
C.A.3 LIC MCB MCM MCA MCD
1 0.5511 0.9297 7.3762 29.4476 9.1084
2 0.5041 0.8733 7.3660 29.6201 8.7739
3 0.5215 0.8520 7.3688 29.3020 8.4583
4 0.5356 0.8198 7.3375 29.3219 8.6373
5 0.4772 0.8245 7.1560 29.0840 8.2784
% Desviacion 3.5832 7.4791 2.3880 2.1497 15.3502
C.A. 123 LIC MCB MCM MCA MCD
% Desviacion 6.8643 0.1100 2.0983 1.4366 13.5573

Tabla 12 (continuacion). Resultados de % desviacion calculados para el parametro de exactitud.

MC Tiempo (h) og'[oer;\(;ggtﬁgc/lr?\rl]_) % de desviacion
0 0.7647 -4.4160
MCB 24 0.7859 -1.7653
(0.8 pg/mL) 48 0.8786 9.8302
72 0.8436 5.4499
0 30.0931 0.3103
MCA 24 29.8917 -0.3610
(30.0 pg/mL) 48 29.7301 -0.8996
72 29.9642 -0.1193

Tabla 13. Estabilidad a corto plazo de muestra procesada. Concentracion recuperada y por ciento
de desviacion obtenidos para la MCB y MCA a tiempo 0, 24, 48 y 72 horas.
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MC Numero de ciclo Con(_:entracmn % de desviacion
obtenida (ug/mL)

0 0.7921 -0.9855
MCB 1 0.8057 0.7184
(0.8 pg/mL) 2 0.8686 8.5798
3 0.8769 9.6152
0 29.2146 -2.6180
MCA 1 30.0712 0.2373
(30.0 pg/mL) 2 29.5714 -1.4286
3 29.8866 -0.3781

Tabla 14. Estabilidad, ciclos de congelamiento-descongelamiento,

para muestra procesada.

Concentracién recuperada y por ciento de desviacion obtenidos para la MCB y MCA después de ser
sometidos a 3 ciclos de congelamiento-descongelamiento.

Concentracion

MC Numero de ciclo obtenida (ug/mL) % de desviacion
0 0.7261 -9.2313
MCB 1 0.7445 -6.9409
(0.8 pg/mL) 2 0.7478 -6.5307
3 0.7144 -10.6949
0 28.4529 -5.1570
MCA 1 28.7106 -4.2980
(30.0 pg/mL) 2 28.2561 -5.8131
3 27.5722 -8.0926

Tabla 15. Estabilidad, ciclos de congelamiento-descongelamiento, para muestra no procesada.
Concentracion recuperada y por ciento de desviacion obtenidos para la MCB y MCA después de ser
sometidos a 3 ciclos de congelamiento-descongelamiento.

Dia MCB % de desviacion MCA % de desviacion
0 0.7511 -6.1124 29.9138 -0.2874
1 0.7531 -5.8678 28.8389 -3.8705
2 0.7452 -6.8496 27.7932 -7.3560
8 0.7179 -10.2565 27.8576 -7.1414
15 0.7144 -10.7008 26.7719 -10.7603
30 0.7100 -11.2521 26.8764 -10.4120
44 0.7096 -11.2996 26.6777 -11.0742
61 0.7881 -1.4817 28.0362 -6.5459

Tabla 16. Estabilidad a largo plazo. Concentracion recuperada y por ciento de desviacion obtenidos
para la MCB y MCA después de ser almacenados 0, 1, 2, 8, 15, 30, 44 y 61 dias.
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Anexo B. Resultados del analisis de las muestras de pacientes

tiempo (h) Clave de paciente Concentracion (ug/ mL)
0 RC807966 4,3120
0,5 RC807966 43,2725
1 RC807966 16,5597
2 RC807966 10,3660
3 RC807966 5,4480
4 RC807966 4,9171
6 RC807966 3,5069
8 RC807966 7,4397
12 RC807966 10,3420

Tabla 17. Resultados de la concentracion a AMF en muestras del paciente con clave RC807966 a

diferentes tiempos.

tiempo (h) Clave de paciente Concentracion (ug/ mL)
0 AR798466 1,9970
0,5 AR798466 44,5907
1 AR798466 26,0087
2 AR798466 4,7586
3 AR798466 5,0867
4 AR798466 8,6840
6 AR798466 11,9624
8 AR798466 3,9681
12 AR798466 5,0666

Tabla 18. Resultados de la concentracion de AMF en muestras del paciente con clave AR798458 a

diferentes tiempos.

tiempo (h) Clave de paciente Concentraciéon (pg/ mL)
0 JC832091 1,8697
0,5 JC832091 1,3493
1 JC832091 2,1996
2 JC832091 3,2764
3 JC832091 23,8371
4 JC832091 5,5241
6 JC832091 2,5977
8 JC832091 4,4353
12 JC832091 3,3324

Tabla 19. Resultados de la concentracion de AMF en muestras del paciente con clave JC832091 a

diferentes tiempos.
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