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INTRODUCCION



Introduccién

La apnea del prematuro es una patologia que comunmente mantiene a esta
poblacion en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales por periodos
prolongados. Esta enfermedad tiene un indice de mortalidad del 60% y se ha
reportado que en el 20% de los sobrevivientes puede haber secuelas neurolégicas®.

El asma es una enfermedad que afecta a una gran cantidad de personas. La
poblaciéon de 0-14 afios de edad es la mas afectada seguida de las personas entre
15-64 afios de edad?.

En el Instituto Nacional de Pediatria se desarrollé una formulacion en solucion oral
de teofilina para el tratamiento de la apnea del prematuro y del asma alérgico en
nifos de 0 a 18 afios de edad. Al ser una nueva forma farmacéutica, se debe
conocer su farmacocinética; por esta razén se realiz6 un ensayo preclinico en un
modelo de asma alérgico en ratones BALB/c3, con la finalidad de escalarlo a un
modelo clinico. Para determinar los parametros farmacocinéticos, se evaluaron
muestras de sangre recolectadas en tarjetas Guthrie y muestras de sangre

reconstituidas.

En el area farmacéutica, el desarrollo de un método analitico es necesario para
poder identificar a una o mas sustancias de interés mediante alguna caracteristica
del analito y compararla con un criterio de aceptacion*®°. Los métodos analiticos mas
usados son los cromatogréficos, en especial la cromatografia de liquidos, debido a

que es una técnica con alta sensibilidad®.

La NOM-177-SSA1-2013 indica que la validacion del método analitico es un
requisito para el analisis de muestras biolégicas y que deben cumplir con las
caracteristicas de desempefio sefialadas’. El objetivo de la validacion es demostrar
gue un procedimiento analitico cumple con los propésitos para el que fue disefiado?,
de modo que los resultados obtenidos seran confiables y contemplaran cualquier

desviacion sobre el método.

Cabe sefialar que no fue posible desarrollar ni validar el método analitico para las

muestras del modelo animal, ya que las concentraciones eran muy bajas y la
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extraccion no era eficiente, asi como la deteccion. Por esta razon se decidié
desarrollar la metodologia utilizando concentraciones terapéuticas para humanos,
debido a que es el siguiente paso de evaluacion para este medicamento. Ademas,
se cambid el método de deteccién de UV a MS/MS, al ser este Ultimo un método
mas sensible y selectivo.



1. MARCO
TEORICO



1. Marco Teoérico

1.1. Apnea del prematuro
Esta enfermedad se presenta por una inmadurez en el sistema de control
respiratorio, el cual anatomicamente presenta disminucion de las conexiones

sinépticas, disminucion de la arborizacion dendritica y pobre mielinizacion.

Los pacientes con esta enfermedad presentan menor respuesta ventilatoria,
alteracion en la respuesta aferente de vias aéreas, falta de tono muscular de via
aérea superior, entre otros. Derivado de esta enfermedad pueden presentarse
secuelas neuroldgicas en el 20% de los sobrevivientes, e incluso el paciente puede

llegar a la muerte en el 60% de los casos.

De acuerdo con la Secretaria de Salud, la apnea tiene una incidencia del 25% en
recién nacidos pretérmino con peso menor de 2500 gramos y entre el 84 — 100%

en los que pesan menos de 1000 gramos®.

1.1.1. Tratamiento y control de la apnea del prematuro

Para controlar la apnea en el recién nacido prematuro, el tratamiento de primera
eleccion es el farmacoldgico. Los farmacos que se usan son las metilxantinas, en
especifico, cafeina, teofilina y aminofilina, ya que estimulan el esfuerzo

respiratorio®19,

En el recién nacido prematuro estos farmacos reducen los eventos de apnea,
incrementan el volumen minuto, reducen la fatiga diafragmatica, disminuye la

displasia broncopulmonar, etc®.

1.2. Asma

Es una enfermedad respiratoria que resulta de factores ambientales y genéticos,
siendo la enfermedad crénica mas comudn en la infancia. Los estudios
epidemioldgicos en América Latina han revelado la prevalencia del asma con cifras
de 5.7 a 16.5% en la poblacién pediatrical. Se caracteriza por una inflamacioén del

musculo liso bronquial que conlleva a una disminucién del flujo de aire, pudiendo



generar un broncoespasmo. Los principales sintomas son sibilancias, tos, disnea y

opresion del pecho®.

1.2.1. Tipos de asma

De acuerdo con los mecanismos fisiopatogénicos y las manifestaciones clinicas, el
asma puede presentarse en diferentes tipos, tales como: asma alérgica, asma no
alérgica, eosinofilica, neutrofilica, de inicio temprano y de inicio tardio. El asma
alérgica es el tipo de asma mas comun presente en los infantes y en las personas
mayores de 50 afios. Es producida por una respuesta exacerbada del sistema
inmunolégico cuando el individuo entra en contacto con una gran variedad de
alérgenos como los acaros del polvo, polen, animales, entre otros. De acuerdo con
la gravedad de la enfermedad se clasifica como episddica ocasional, episodica

frecuente, persistente moderada y persistente grave?.

1.1.2. Tratamiento y control del asma
El asma es una enfermedad que se controla de forma farmacolégica y no

farmacoldgica y depende de la gravedad con la que se presente.

El tratamiento farmacoldgico consta de agonistas B2 adrenérgicos de corta y larga
accion para el tratamiento del asma ocasional, glucocorticoides para el asma
frecuente, moderada y grave y metilxantinas para el asma grave!. Cabe mencionar
gue este tratamiento es general y se deben determinar las mejores terapias segun

la edad del paciente y la gravedad.

Los medicamentos de primera eleccidén son los agonistas B2 adrenérgicos, tales
como salbutamol y terbutalina debido a su rapida accion, tienen una cantidad muy
reducida de efectos adversos, tienen la accién broncodilatadora mas potente y a
dosis terapéuticas carecen de efectos sobre el sistema cardiovascular. Los
glucocorticoides se administran durante el ataque agudo cuando los B2 adrenérgicos

no surten el efecto deseado?!?.

Las metilxantinas como la teofilina y la aminofilina constituyen las lineas finales del
tratamiento de esta enfermedad, ya que se administran cuando las crisis severas

no son controladas?. Sin embargo, debido a su estrecho margen terapéutico (10-15
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pg/mL, para el caso de teofilina), se debe vigilar cuidadosamente su administracion

para permanecer en la concentracion efectiva'®.

1.3. Teofilina

La 1,3-dimetilxantina, mejor conocida como teofilina, es una metilxantina
estructuralmente similar a la cafeina y se encuentra en diversos productos
alimenticios como el té verde y el té negro. Posee efectos diuréticos, actla como
relajante del musculo liso, produce dilatacién bronquial y actia como estimulante
del sistema nervioso central''?, Pertenece a la clase | del Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica (alta solubilidad y alta permeabilidad)'®156, pero se ha reportado

también que pertenece a la clase Il (baja solubilidad, alta permeabilidad)*”.

O
Hac\N)ﬁ%
O)\N N/

CHs
Figura 1. Estructura quimica de la teofilina

1.3.1. Caracteristicas fisicoquimicas

La teofilina, de formula empirica C7HsN4Oz2, es un alcaloide de masa molecular de
180.16 g/mol. De acuerdo con la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM) es un farmaco ligeramente soluble en etanol y poco soluble en agua. Es
soluble en cloroformo (9.1 mg/mL), soluble en NH4OH (50 mg/mL), soluble en HCI
0.1 My en NaOH 0.1 M. Tiene diferentes valores de logP reportados en la literatura:
-0.02, -0.26, -0.77 y posee un pKa de 8.8112.14,

1.3.2 Mecanismo de accién

El efecto antiasmatico ocurre a través de la inhibicion competitiva de las
fosfodiesterasas (PDE) tipo Ill y IV, produciendo una disminucion en las
concentraciones de los segundos mensajeros AMPc (adenosin monofosfato
ciclico), lo que resulta en una respuesta de broncodilatacién. También actia como
antagonista sobre los receptores de adenosina A2B e impide la broncoconstriccion.
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Cuando hay estados inflamatorios, la teofilina activa las deacetilasas de histona
para prevenir la transcripcion de genes proinflamatorios*'>, Al parecer, la teofilina
aumenta la fuerza de contraccion de los musculos del diafragma al promover la

utilizacion del calcio mediante canales asociados a adenosinal®.

___ATP
Broncodilatacién <«—(+—Agonistas [3J

i 4
‘ﬂ{ﬂ— cAMP

Tono bronquial

<—=—{ Teofilina |
—»AMP
Acetilcolina —(+)—»}«—(+— Adenosina

Antagonistas ;]’; ON, -
[muscariniccs]/[ | kM}

Broncoconstriccion

Fuente: Bertram G. Katzung, Anthony 1. Trevor: Farmacologia basica y clinica, 13e:
www.accessmedicina.com
Derechos © McGraw-Hill Education. Derechos Reservados.

Figura 2. Mecanismo de accion de la teofilina.

1.4. Farmacocinética
Consiste en el curso temporal de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién
de un farmaco, compuesto o nueva entidad quimica después de la administraciéon

en el organismo?8.

1.4.1. Farmacocinética de la teofilina
Cabe sefialar que, para la nueva formulacién con teofilina en solucion oral, ain no
se ha determinado la farmacocinética. Sin embargo, ya se encuentra reportada esta

informacion para las presentaciones en elixir y tabletas de liberacién prolongada.

En la tabla 1 se presenta la informacién de tiempo maximo (tmax) y concentraciéon
plasmatica maxima (Cmax) de la teofilina en diferentes poblaciones del mundo y

con diferentes formulaciones.



Pais L. Forma . .
Poblacién farmacéutica t max Cmax
Iran ; -
Voluntarios 2.000 £0.707h 6.040 + 0.509ug/mL
sanos
Uruguay Elixir
. 567mg/100mL . 11.56 £ 2.01 mg/L
Voluntarios
sanos I(I:&prsa‘é'gf] 6.57 + 1.90 mg/L
prolongada 200mg 510+ 1.48 mg/L
Francia % tableta de
125mg 1.6 (1.0-2.0) h 4.1 (3.0-6.7) mg/L
1tabletade 250mg | 1.8 (1.0-3.0) h 8.0 (5.0-12.2) mg/L
Voluntarios
1.5 tableta de
sanos 375mg 1.6 (0.5-3.0) h 10.5 (6.7-15.0) mg/L
2 tabletas de
500mg 2.0 (0.5-3.0) h 15.1(10.7-20.5) mg/L
China \S/:r':(’)gtar'os Tabletas 100 mg | 1.60 £ 0.22 h 1882.11 + 154.2 mg/L
Reino Unido | Voluntarios
sanos Tabletas 125 mg 1h 3.8 ng/mL
Estados . ] 1.3 h (71%) 5.4 pg/mL (17%)
Unidos \S/;’r'%gta”"s Cagggﬁs de | 14 (55%) 5.5 pg/mL (19%)
9 1.3 h (69%) 5.3 pg/mL (21%)
Liberacion
sostenida
pediatrico 20% 3.6+£0.8h 3.08 £ 0.5 pg/mL
(19) 35+09h 3.23 + 0.47pg/mL
3.64+0.81h 3.26 + 0.46pg/mL
3,45+0.93h 2.83 + 0.33ug/mL
7.4+0.99 h 3.70 + 0.37pg/mL
453+1.12h 3.52 + 0.38pg/mL
3.90+1.59h 3.70 + 0.37pg/mL
Japon 4.00+1.03h 3.52 + 0.38ug/mL
47+10h 3.26 + 0.46pg/mL
) 45+11h 2.83 + 0.33pg/mL
Voluntarios 2.86+0.74 h 3.91 + 0.55pg/mL
sanos 3.43+0.34h 3.57 £ 0.58ug/mL
Jarabe para | 6.16 +2.14 h 3.34 £ 0.47pg/mL
reconstituir  20% | 5.63+1.67 h 3.32 + 0.44pg/mL
pediatrico (1g) 6.16 £2.14 h 3.34 £ 0.47pg/mL
5.63+1.67h 3.32 + 0.44pg/mL

Tabla 1. Valores de tmax y Cmax de la teofilina en diferentes formas farmacéuticas para diferentes poblaciones

a nivel mundial®2,

1.4.1.1 Absorciéon

Después de una dosis oral de elixir o tabletas de liberacion inmediata, las

concentraciones maximas de teofilina se alcanzan entre 1y 2 h. La absorcién ocurre

de manera rapida y completa.




Para las tabletas de liberacion prolongada (400 mg), el pico de concentracion ocurre
entre 8.1 h (ayuno) y 12.8 h (después de ingerir alimentos)!®, de modo que la ingesta
de alimentos genera un retraso en la absorcién, aunque éste no es clinicamente

significativo.

1.4.1.2. Distribucion

La teofilina tiene una union a proteinas del 40%, principalmente a albumina. Tiene
un volumen de distribucion de 0.45 L/kg, con un rango de 0.3 L/kg a 0.7 L/kg. La
teofilina libre se distribuye por toda el agua corporal, pero muy poco en la grasa

corporal‘®.

1.4.1.3 Metabolismo

La teofilina sufre metabolismo hepatico a través de las enzimas CYP1A2, CYP2E1
y CYP3A3, ocurriendo desmetilacion para dar lugar a los metabolitos 1-metilxantina
y 3-metilxantina e hidroxilacién a acido 1,3-dimetiltrico! 16, Cerca del 6% de la dosis
administrada sufre de N-metilacion para producir cafeina, y junto con la 3-

metilxantina son los Gnicos metabolitos con actividad farmacolégical?.

1.4.1.4. Eliminacion
En neonatos, la excrecion de la teofilina ocurre por via renal en un 50% en su forma
inalterada, mientras que en infantes mayores de 3 meses la eliminacion ocurre en

un 10%?11.16,

La vida media de eliminacion de la teofilina varia segun la edad y las enfermedades
concomitantes u otros problemas de salud presentes. Para neonatos prematuros de
3 a 15 dias de nacimiento tiene una media de 30 h; los neonatos prematuros de 25
a 57 dias presentan una disminucion a 20 h; en neonatos de término de 1 a 2 dias
de nacidos se tiene una media de 25.7 h, mientras que los de 3 a 30 semanas
presentan una vida media de eliminacion de 11 h. En nifios de 1 a 4 afiosy de 6 a
17 anos la media corresponde a 3.4 h y 3.7 h, respectivamente. Durante el curso
del hipotiroidismo la vida media se encuentra en 11.6 h, mientras que en el

hipertiroidismo se reduce a 4.5 h'®,
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1.5. Biodisponibilidad

Corresponde a la cantidad de farmaco que llega en forma activa a la circulacion
sistémica y el tiempo que requiere para ejercer su efecto en el sitio de acciéon'’. La
biodisponibilidad depende de las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, asi
como de los componentes y manufactura de la forma farmacéutica. También

depende de las caracteristicas propias del individuo.

1.6. Tipos de estudios

1.6.1. Estudios preclinicos

Son los ensayos realizados in vitro o en animales de laboratorio que demuestran la
seguridad, eficacia y calidad de un producto farmacéutico y cuyos resultados

pueden ser extrapolados a los humanos’.

1.6.2. Estudios clinicos
Un estudio o ensayo clinico es una evaluacion experimental de un medicamento en

seres humanos para evaluar su seguridad y eficacia?s.
Los estudios clinicos se dividen en cuatro fases:

e Fase I: se estudia la seguridad del farmaco, la via de administracion y dosis
adecuadas. En esta fase se utilizan grupos pequefios de sujetos de
investigacion.

e Fase Il: se evalla la eficacia y seguridad del medicamento en un grupo de
mayor niumero que en la fase I.

e Fase lll: se confirman los beneficios terapéuticos y la seguridad del
medicamento en un grupo de pacientes definido y de mayor nimero.

e Fase IV: una vez que el medicamento se comercializa, se mantiene bajo

vigilancia y se busca mas informacién en una poblacién mucho méas amplia.

1.7. Cuantificacion de farmacos en fluidos biolégicos?4-27

El andlisis cuantitativo determina la concentracion de un analito en especifico en
una matriz en donde se encuentran otros compuestos. Debido a que los fluidos
bioldgicos contienen diversas sustancias ademas del analito de interés, se requiere

en la mayoria de las ocasiones un método de purificacion previo al analisis, como
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puede ser la cromatografia de liquidos. Existe otra técnica como la extraccion en
fase sélida (SPE, por sus siglas en inglés) que es apropiada cuando el analito esta
presente en una matriz compleja; de esta manera, los compuestos interferentes se

remueven.

Los fluidos biologicos que se analizan con mayor frecuencia son sangre total,
plasma, suero y orina. Sin embargo, debido a que en sangre total existe una mayor
cantidad de compuestos interferentes, a diferencia de las otras matrices, se analiza
en menor medida. No obstante, cuando se estudian animales pequefios o se realiza

toxicologia forense, el analisis de sangre total se convierte en algo imprescindible.

Existen otros fluidos biol6gicos menos comunes para analizar, tal y como la bilis, el

sudor, la saliva, la leche maternay el fluido espinal.

e Sangre: es un liquido viscoso de color rojo brillante a oscuro que contiene
proteinas solubilizadas, grasas y sélidos disueltos. Esta compuesta de
elementos formes (eritrocitos, leucocitos y plaquetas) suspendidos en una
matriz extracelular llamada plasma. De los fluidos biolégicos mayormente
utilizados es el mas complejo. Representa alrededor del 8% de la masa
corporal.

e Plasma y suero: el plasma es una solucion acuosa amarillenta en donde se
transportan electrolitos, nutrientes, metabolitos, proteinas, oligoelementos y
mas. Es el fluido mas usado para la cuantificacion de farmacos debido a su
facil obtencion y a su estabilidad. La fase liquida de la sangre coagulada se
denomina suero; este se diferencia del plasma por la ausencia de fibrinégeno
y otras proteinas que se consumen durante el proceso de coagulacion.

e Orina: es un liquido que contiene diversos productos de desecho del
metabolismo, especialmente urea y otros compuestos nitrogenados (acido
arico, hipuratos, creatina y creatinina) que son filtrados de la sangre por los
rifones. El estado de la orina varia entre cada individuo y puede ser un factor
determinante en la cuantificacion de diferentes farmacos, principalmente su

solubilidad. Para poder analizar farmacos en esta matriz debe encontrarse
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por lo menos el 50% en su forma inalterada, de acuerdo con la NOM-177-
SSA1-2013.

Existen diversos métodos de extraccion y cuantificacion de la teofilina reportados

en la literatura y en la tabla 2 se hace mencién de algunos de ellos.

estacionaria

Autor(es) R. Nageswara et. al?8 Chae, J. et. al® Kertys, M.,
Urbanova, A.,
Mokry, J.30
Matriz Sangre de rata en papel y | Plasma de rata Plasma de cobayo
biolégica orina
Fase mévil Acetato de amonio 20mM a | Acido acético al 0.05% | Acido formico al
pH 3.5/acetonitrilo  (75:25% | en metanol/agua 90:10 0.1%/acetonitrilo.
viv)
La elucion se realiza en
gradiente de acido férmico.
Fase C18 250x4.6 mm C18 50x4.60 mm CORTECS UPLC HILIC

2.1x50 mm

Detector MS/MS MS/MS MS/MS

Método de | Precipitacion de proteinas | Precipitacion de | Precipitacion de proteinas
extraccion con metanol puro. proteinas con metanol. con acetonitrilo.

Estandar Cafeina Clorzasona Teofilina deuterada

interno

Tabla 2. Métodos de extraccion y analisis de la teofilina reportados por diferentes autores.

1.8. Recoleccion de muestra

1.8.1. Tarjetas de tamizaje neonatal

También conocidas como tarjetas Guthrie, son soportes compuestos por 100% de
algoddn en los que se recolectan muestras sanguineas de neonatos para ser
procesadas y determinar ciertos analitos'® con la finalidad de reducir el volumen de
muestra requerido. La sangre recolectada se deja secar y se almacena para su

posterior analisis.
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1.8.2. Recoleccion en tubos

Para la obtencién y almacenamiento de muestras sanguineas es posible utilizar
jeringas o tubos de vidrio o plastico que cuentan con sistema de vacio. Dependiendo
de la matriz a analizar se selecciona el tubo que mejor se adapte a las necesidades.
Para la obtencion de plasma se utilizan tubos con anticoagulantes como heparina
sodica o de litio, EDTA, CPD (Citrato, Fosfato, Dextrosa), entre otros. Para obtener
suero se pueden utilizar tubos con gel activador de coagulo que promueven la

separacion de la fase liquida de la sangre.

La accion de los anticoagulantes inhibe alguno de los pasos de la hemostasia, por
ejemplo, la heparina se une a la antitrombina Il acelerando la inhibicion de la
trombina y del factor Xa impide la conversion de fibrindgeno a fibrina23°; el EDTA
actlia mediante un efecto quelante sobre el Ca?*, al fijarlo, impide la activacién de
la trombina y la conversién de fibrinégeno en fibrina. Como anticoagulante, se usan
las sales de potasio del EDTA, ya que estas sales son mas solubles en la sangre

que las de sodio®!.

1.9. Extraccién de farmacos en matriz biolégica
Los métodos comunmente empleados para extraer un farmaco de una matriz
bioldgica son los siguientes: precipitacion de proteinas, extraccion liquido-liquido y

extraccion en fase solida.

1.9.1. Precipitacion de proteinas3233

Para precipitar proteinas existen diferentes principios, los cuales incluyen la
disminucién de la solubilidad a través de sales, solventes y cambios en el pH, asi
como la desnaturalizacién selectiva mediante modificacién de la temperatura e

igualmente del pH.

1.9.1.1. Efecto de las sales

La adicion de sales elimina el agua de las proteinas hidratadas, dejando las regiones
hidrofobicas en libertad de combinarse intermolecularmente. Se usan sales de
diferente naturaleza y se prefieren aquellas que contengan cationes monovalentes

y aniones polivalentes; un ejemplo de estas sales es el sulfato de amonio, el cual
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posee una alta solubilidad. Se recomienda realizar el proceso de “salado” con el

reactivo sélido y no liquido para evitar su dilucion posterior.

1.9.1.2. Efecto de los disolventes organicos

Esta técnica sigue el principio de disminucion de la solubilidad por efecto de la
constante dieléctrica. En los solventes organicos como acetona y metanol, agentes
precipitantes ampliamente utilizados, la constante dieléctrica es menor que la del
agua, y como consecuencia, se incrementan las fuerzas de atraccion entre cargas
opuestas y se producen agregados de las proteinas que terminan por precipitar. El
uso de solventes organicos actia de manera sinérgica con la precipitacion por sales,

de manera que se puede aumentar la eficiencia de la extraccion.

Ademas de los disolventes mencionados, se emplean otros como acetonitrilo, acido

tricloroacético o acido metafosforico.

1.9.1.3. Efecto del pH y la temperatura

Las proteinas poseen una propiedad llamada anfoterismo, en la que pueden
presentar cargas positivas o negativas dependiendo del valor de pH del medio.
Cuando se neutraliza la carga neta de la proteina, se dice que se ha alcanzado el
valor de su punto isoeléctrico (pl) y es en este valor cuando se disminuye su
solubilidad. Sin embargo, esta técnica de extraccion dependera en gran medida de

la estabilidad de los analitos para evitar su degradacion.

El efecto de la temperatura aumenta la energia cinética de la molécula, por lo que
la proteina pierde estabilidad y se desnaturaliza. Al desnaturalizarse, se exponen
los enlaces hidrofobicos que producen agregacion al interactuar con el medio
hidrofilico y ocurre la precipitacion. De la misma manera que con el pH, se debe

considerar la estabilidad de los analitos para emplear esta técnica.

1.9.2. Extraccién liquido-liquido343%

La extraccion liquido-liquido es una técnica muy frecuente para aislar compuestos
organicos de una muestra liquida. Generalmente, la matriz en donde se encuentra
el compuesto es de naturaleza acuosa, por lo que los solventes utilizados suelen

ser no polares. En esta técnica se adiciona un solvente inmiscible a la matriz que
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contiene el analito y se mezclan vigorosamente para promover la transferencia del
analito de la fase acuosa a la fase organica. La transferencia del analito dependera

de su solubilidad en cada fase y de su coeficiente de reparto.

Una forma de predecir la proporcion de concentraciones en que se encontrara
distribuido el analito es con el valor de log P, el cual se define en la siguiente

ecuacion:

[Analito] fase organica

: no ionizado
[Anallto]fase acuosa

log P = log

En esta ecuacion se observa que el analito debe encontrarse en su forma no
ionizada para efectuarse el reparto, de esta manera el pH se debe ajustar a un valor
tal que el analito no posea carga para que se extraiga la mayor cantidad del mismo.
Si el log P es mayor que cero, significa que habra mayor proporcioén de analito en la
fase organica; contrariamente, si es menor que cero, menor cantidad del analito se

transferira en el disolvente de extraccion.

1.9.3. Extraccion en fase solida3236

En afios recientes se ha aumentado el uso de la extraccion en fase sélida (Solid
Phase Extraction SPE) debido a que permiten la separacion de muchas clases de
compuestos con propiedades fisicoquimicas muy diferentes. En esta técnica se
utiliza una resina de copolimero con propiedades de intercambio i6nico y fuerzas
hidrofébicas que permiten obtener extractos muy limpios con alta eficiencia de

extraccion.

Las ventajas de este tipo de extraccidn es que consume doce veces menos tiempo
y es cinco veces menos cara que la extraccion liguido-liquido. Esta técnica tiene
gran aplicacion en el campo de la toxicologia forense para el analisis de drogas de
abuso en orina, en la industria alimentaria para el analisis de metales y en la

biofarmacia para monitorear farmacos.
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1.10. Cromatografia de Liquidos37-3°
Es una técnica de separacion de los componentes que se encuentran en mezclas
en estado liquido. La separacion ocurre por el grado de afinidad de los analitos a

una fase estacionaria que eluyen gracias a una fase movil.

La cromatografia de liquidos se clasifica segun las caracteristicas de la fase

estacionaria y las interacciones que tiene con los analitos.

1.10.1. Cromatografia de exclusién molecular

Se usa principalmente para la separacion de proteinas, la cual ocurre por la
diferencia en el tamafio de las mismas. Las moléculas viajan a través de una matriz
porosa, generalmente conformada por un gel insoluble (dextrano, agarosa o
poliacrilamida), en la que se retienen por mas tiempo aquellas de menor tamarfio,

mientras que las de mayor tamafio tendran tiempos de retencion més cortos.

1.10.2. Cromatografia de intercambio iénico

La fase estacionaria posee grupos funcionales cargados positiva 0 negativamente,
segun la naturaleza del analito. La separacion ocurre por fuerzas electrostéticas o
i6nicas en las que se retendran con mayor fuerza aquellas moléculas que presentan
una carga opuesta a la de la resina. Las resinas catidnicas, cargadas
negativamente, suelen contener grupos COO-, mientras que las resinas anionicas

suelen contener grupos NH".

1.10.3. Cromatografia de afinidad

La fase estacionaria consta de un ligando inmovilizado a la resina. La separacion
en esta técnica posee una alta selectividad, ya que solamente se une el sustrato
especifico del ligante, mientras que los demas componentes de la muestra no

presentan interacciones con la fase estacionaria.

1.10.4. Cromatografia de liquidos de Alta Resolucion o Eficacia (HPLC)

Es un tipo de cromatografia en columna en el que, por accion de una bomba, se
hace pasar una mezcla de analitos mediante el flujo de un disolvente o0 mezcla de
disolventes conocido como fase movil. La mezcla de fase movil y analitos eluyen a

través de una fase estacionaria, también llamada columna cromatografica, y estos
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ultimos se separan de acuerdo con las interacciones que presentan con la fase
estacionaria; estas interacciones pueden ser hidrofébicas, polares o iGnicas, segun
la naturaleza del analito y de la columna. En la figura 2 se muestra el proceso

general de separacion que sufren los analitos.

A diferencia de las cromatografias de liquidos convencionales, en HPLC se puede
llegar a trabajar con presiones de hasta 6000 psi y el tamafio de particula de las

columnas es menor que 10 pm>.

El proceso de separacion

Analitos

|

.
e *,

M R
l...'.

Fase MOVil s

AR Fase estacionaria

NN

Figura 3. Proceso de separacién de diferentes analitos por medio de cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC). Imagen disponible en https://phenomenex.blog/2017/12/18/que-es-la-hplc/

Una vez separados los analitos, se introducen en un sistema de deteccion que se
selecciona en funcion de la naturaleza de estos. El proceso de elucién de una

muestra en un cromatografo de liquidos se resume en la figura 3.

1.10.5. Cromatografia de Liquidos de Ultra Alta Resolucién (UPLC)

La técnica de UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) es una técnica
analitica de separacion y cuantificacion que se basa en la elucion de una muestra
mediante una fase movil liquida sobre una fase estacionaria solida y su posterior
deteccién. La separacidn ocurre por interacciones intermoleculares que dependen

de la naturaleza de los analitos, la fase movil y la fase estacionaria.
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A diferencia de la cromatografia de liquidos de alta resolucion , en UPLC se trabaja
con presiones por encima de 6000 psi (400 bar), lo que resulta en una separacion
mas eficiente®. Ademas, las columnas para UPLC poseen un tamafio de particula

menor a 2 pm.

Gracias a esto es posible analizar un gran nimero de muestras: farmaceéuticas,
alimenticias, forenses, matrices medioambientales, muestras quimicas industriales,

etc.

Inyeccion Separacion

Bomba de

de la » de los » Deteccion » Integracion

fase movil

muestra analitos

Figura 4. Esquema general del funcionamiento de un equipo de
HPLC/UPLC y elucién de una muestra.

1.10.6. Modos de separacion en cromatografia®’

La cromatografia evolucioné a partir del uso de una fase estacionaria polar y una
fase movil no polar, dandosele el nombre de separacién por fase normal. Sin
embargo, en este modo de separacion no se contemplaron aquellos analitos de
naturaleza no polar y con caracteristicas hidrofobicas; por ello se realiz6 una
variacion en la que la fase estacionaria era de naturaleza no polar y la fase mévil de

caracteristicas polares, de ahi que se le nombrara a la separacion fase reversa.

Actualmente, la separacién por fase reversa es muy utilizada puesto que muchos
de los analitos de interés son compuestos organicos de baja o incluso nula polaridad
y de caréacter hidrofébico. En la fase reversa se utilizan fases estacionarias
hidrofébicas no polares como es el caso de la octadecilsilano (C18), aunque existen
muchos otros tipos de columnas. La figura 4 representa las interacciones que

ocurren con analitos de distinta polaridad durante la fase reversa.
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El proceso de separacion

N — (o)
" —=N —
Fase movil = \ g \,‘/ o—% % Y
polar/acuosa \o S Ny / e
/ // »
I

Benzo(a)p:reno 1 ' t l Sulfato de etilo

Fase estacwnana no polar

Figura 5. Separacién de analitos por fase reversa. El Benzo(a)pireno, al ser un compuesto no polar, tiene mayor
afinidad a la fase estacionaria de C18. El sulfato de etilo es un compuesto mas afin a la fase movil, por lo que
presentara menor interaccion con la fase estacionaria. Imagen disponible en:
https://phenomenex.blog/2017/12/18/que-es-la-hplc/

1.10.7. Calibracién por estandares interno y externo.

Un estandar interno es una sustancia de concentracion conocida y distinta del
analito, pero con comportamiento similar, que se aflade a una muestra problema.
Este tipo de calibracion es util cuando la cantidad de muestra analizada o la
respuesta del instrumento tienen variaciones que son dificiles de controlar o cuando
son poco reproducibles. También son utiles cuando se pueden dar pérdidas de

muestra durante la metodologia analitica®°.

La calibracion por estandar externo se aplica en la determinacion de un analito en
donde los componentes de la matriz y los reactivos utilizados no generan
interferencias; en otras palabras, se utiliza cuando no hay efecto de matriz. También
se pueden utilizar cuando la contribucién de los interferentes se mantiene constante,

de tal manera que se pueda realizar la correccién del error por interferente?!.
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Todos los estandares de calibrado deben aproximarse tanto en la concentracion del
analito como en su composicién para que ambos sufran el mismo proceso de

analisis.

1.11. Tipos de detectores en cromatografia

De acuerdo con la naturaleza del analito se debe seleccionar el método de deteccion
que permita obtener respuestas consistentes durante el andlisis y que se adapte al
tipo de muestra empleada. Existen diversos sistemas de deteccion que se pueden
acoplar a la cromatografia de liquidos, pero por el principio en el que se basan para
la deteccidn, pueden ser mas selectivos y sensibles que otros ante diferentes

analitos.

1.11.1. Detector UV/Visible*?

Este tipo de detector utiliza luz ultravioleta y visible para analizar muestras. La luz
UV es emitida por una lampara de deuterio, mientras que la luz visible es emitida
por una lampara de tungsteno. Una vez separados los analitos en la elucion, la
muestra se hace pasar por un haz de luz a diferentes longitudes de onda y se mide
la absorcion para poder detectar a los analitos. Existen dos tipos de detectores
UV/Visible que son de longitud de onda sencilla y variable: en la longitud de onda
sencilla el detector mide a una sola longitud de onda; en la longitud de onda variable,
la deteccidn se realiza con diferentes longitudes de onda, por ello es un método mas
sensible.

Un ejemplo de analitos que se pueden analizar con este tipo de deteccion son
aquellos que en su estructura contienen enlaces conjugados, tales como los

compuestos aromaticos, que presentan la capacidad de absorber la luz UV.

1.11.2. Detector de indice de Refraccion44

El detector de indice de refraccion (RI, por sus siglas en inglés) se utiliza cuando se
detectan analitos con limitada o nula absorcion en UV, tales como alcoholes,
azucares, acidos grasos, polimeros y carbohidratos. De todos los detectores usados

en cromatografia de liquidos RI es de los menos sensibles, ya que los factores
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ambientales como temperatura, presion y flujo afectan la deteccion. En la figura 5

se representa un detector de RI.

Un haz de luz de una lampara incandescente atraviesa una mascara optica que
concentra el rayo a una region de una celda. El lente colima el haz de luz, el cual
pasa a través de la muestra y una celda de referencia hacia un espejo plano. El
espejo refleja el rayo de vuelta a través de las celdas de muestra y de referencia
hacia un lente que concentra la luz en una fotocelda. La posicion del rayo, mas que
su intensidad, esta determinada por la desviacién angular del haz de luz causada
por la diferencia en el indice de refraccion de las dos celdas. Conforme el rayo
cambia de posicion en la celda fotoeléctrica, se modifica electrénicamente la
diferencia de sefiales para proveer una sefal proporcional a la concentracion del

analito en la muestra.

From
column T4 wasts Mask Light  Computer/

Mirror l T source recorder

Amplifer and
power supply

Zero
Lens adjust

Sensor
Reference

To waste

Figura 6. Esquema de funcionamiento de un detector de indice de refraccion (RI)*4.

1.11.3. Detector de fluorescencia*®

También llamado detector de fotoluminiscencia, es un detector que ofrece alta
sensibilidad y selectividad sobre otros métodos de deteccién. Es util cuando el
analito presenta poca o nula absorcion en UV, ademas de que tiene una sensibilidad

en tres ordenes de magnitud mayor que los métodos de absorcion.
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En la figura 6 se muestra como esta conformado un detector de fluorescencia. Este
detector posee una lampara que puede ser de xenon, la cual emite un destello de
tan solo unos microsegundos para proveer energia. Cada destello causa
fluorescencia en la celda de flujo y genera un punto de informacion individual para
el cromatograma. Una rejilla holografica se utiliza como monocromador para
dispersar la luz policromatica de la lampara de xenon. Se concentra la longitud de
onda deseada para una Optima excitacion. Otra rejilla es usada como
monocromador de emision que envia la luz hacia un fotomultiplicador para generar

una respuesta.

Emission
monochromator

Lens

& Mirror  Lens
Photo-

& m T multiplier
Excitation

Sample  Photodiode

flash lamp

monochromator

Figura 7. Disefio éptico de un detector de fluorescencia Agilent 1100.4

1.11.4. Detector de arreglo de fotodiodos?6

Un detector PDA (Photodiode Array) es un detector multicanal que presenta una
mejora en los detectores de UV/Visible. Bajo condiciones éptimas puede detectar
de manera simultanea tantas longitudes de onda como el nimero de diodos

individuales que tenga, lo que permite disminuir o eliminar las sefiales que coeluyen.

Un rayo policromatico se emite desde una fuente y es irradiado hacia la ranura de
entrada de un policromador después de pasar a través del compartimento para la

muestra. El policromador dispersa la banda estrecha del espectro sobre el arreglo
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de diodos. El fotodiodo convierte la luz en sefiales eléctricas y las almacena

temporalmente. En la figura 7 se esquematiza un detector PDA.

Polychromator; Grating

Slit
Source

Sample Diode array

Figura 8. Representacion de un detector de arreglo de fotodiodos (PDA)*6.

1.11.5. Detector de dispersién de luz evaporativa®’

También conocido como ELSD (Evaporative Light-Scattering Detector), presenta
diversas ventajas sobre UV/Visible y RI. Esta técnica posee diferentes aplicaciones
como el analizar carbohidratos con limites de deteccién de nanogramos, separar
lipidos y acidos grasos mediante elucion en gradiente y analizar polimeros con una
sensibilidad igual o mejor que la que se obtiene con un detector Rl. Se ha
demostrado una alta sensibilidad a compuestos no volatiles al detectar impurezas

en algunos aminoacidos, cosas que no se observa en UV.

La fase maovil que proviene del HPLC es rociada en forma de neblina mediante un
nebulizador. La neblina se conduce a través de un tubo de empuje usando el gas
nebulizador como un acarreador. Debido a la gran area superficial y la temperatura
del tubo la fase mévil se evapora rapidamente dejando una nube de particulas. La
nube de las particulas del soluto pasa a través de un haz de luz y se detecta la luz
dispersada. La cantidad de luz que se dispersa esta relacionada con la

concentracion de la muestra y es independiente del grupo funcional de la muestra.

En la figura 8 se muestra la configuracion de un detector ELSD.
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Figura 9. Conformacioén de un detector de dispersion de luz evaporativa (ELSD)*’.

1.11.6. Espectrometria de masas (MS)

Es una técnica espectroscopica de analisis de gran importancia. Permite separar y
analizar diferentes analitos de acuerdo con su masa a través de la fragmentacién
de los mismos. Las muestras pasan por un haz de electrones que provoca que las
moléculas formen iones en estado gaseoso, ya sea con fragmentaciéon o no?3,
Posteriormente, se genera un campo magnético que separa las moléculas de
acuerdo con la relacion especifica de carga/masa (m/z) y registra la abundancia

relativa?425,

En la figura 9 se representa el funcionamiento de un espectrometro de masas.
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Figura 10. Representacion del funcionamiento de un equipo de espectrometria
de masas. Imagen disponible en https://www.thermofisher.com/mx/es/home/life-
science/protein-biology/protein-biology-learning-center/protein-biology-resource-
library/pierce-protein-methods/overview-mass-spectrometry.html
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1.11.6.1. Tipos de ionizacion en espectrometria de masas3233

Un paso crucial en el analisis de muestras por espectrometria de masas es la
formacion de iones en estado gaseoso. A lo largo de la historia se han desarrollado
diferentes técnicas de ionizacion de los analitos, desde ionizacion por impacto
electrénico (IE) y bombardeo con atomos rapidos (Fast-Atom Bombardment FAB)
hasta ionizacion por electrospray (Electrospray lonization ESI) y la técnica de MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption lonization). La ionizacion por FAB fue el primer
método de ionizacion que permitid analizar rutinariamente por espectrometria de
masas a moléculas polares.

1.11.6.1.1. lonizacién por impacto electrénico (Electronic Impact El)

Es un método clasico de ionizacion en el que el analito se ioniza por colisiones con
un flujo de electrones a 70 eV. Estos electrones se generan por emision térmica de
un filamento hecho, generalmente, de tungsteno o de renio. Se aplica un potencial

entre el filamento y la muestra para acelerar los electrones y promover las
colisiones.
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Esta técnica se utliza por infusion directa al detector o por medio de un
cromatografo de gases. El impacto electronico ocasiona que el ion siempre se

fragmente, es por ello que se considera una técnica de ionizacion fuerte o ruda.

1.11.6.1.2. lonizacién Quimica (Chemical lonization Cl)
Se considera como un método de ionizacion relativamente suave. En este método
se hace reaccionar el analito con iones de un reactivo gaseoso, provenientes de

impacto electrénico.

La muestra se introduce por una sonda directa a una temperatura de 20 a 500 °C o
por medio de un cromatégrafo de gases. Los analitos deben tener polaridad baja o
media, asi como estabilidad térmica. Ocurre un bajo nivel de fragmentacién debido

a que los iones poseen una energia interna relativamente baja.

1.11.6.1.3. lonizacién de Campo (Field lonization Fl)
Es también una técnica de ionizacion suave y sigue los mismos principios que en El

y en ClI, pero con el riesgo de descomposicion térmica de la muestra.

En la FI, las moléculas son ionizadas en los bordes del campo de un anodo emisor,
el cual consiste de un alambre de tungsteno de 10 — 13 um de didmetro que es
activado por un procedimiento especial creando miles de microagujas en su
superficie. Se aplica un voltaje de 10 — 12 kV que causa polarizacién y, finalmente,

ionizacion de las moléculas que estan cerca de las puntas de las microagujas.

Esta técnica tiene una eficiencia de ionizacién muy baja, por lo que la FI produce
una corriente de iones muy baja, ademas de producir casi nula fragmentacion de

los analitos.

1.11.6.1.4. Desorcién de Campo (Field Desorption FD)
Este método se basa en Fl, pero con la diferencia que en FD no se requiere la
evaporacion previa a la ionizacién. En la desorcién de campo se producen iones de

muy baja energia interna y casi nula fragmentacion.
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Se prefiere que la muestra sea soluble en solventes volatiles. Es posible analizar
compuestos de baja o alta polaridad e inclusive mezclas de compuestos, aunque

solo se pueden cuantificar compuestos puros.

1.11.6.1.5. Bombardeo con Atomos Rapidos (Fast Atom Bombardment FAB)
Esta fue una técnica muy popular en los afios 80 y principios de los 90, debido a

que fue la primera técnica que permitio la ionizacion de compuestos no volatiles.

Se bombardea la muestra al vacio con un haz de atomos, generalmente argon o
xenoén, acelerados a energia de kilovolt. La muestra se mezcla en una matriz, la cual

puede estar compuesta por glicerol, acido 3-nitrobenzoico o alcohol 3-nitrobencilico.

Las muestras que pueden ser analizadas por FAB deben ser altamente solubles, e
incluso altamente polares, ibnicas o0 no polares. Se puede utilizar para deteccion

directa de iones positivos 0 negativos.

1.11.6.1.6. lonizacién por Electrospray (Electrospray lonization ESI)
Este método de ionizacion se ha vuelto el mas popular, ya que es posible realizarlo
a presion atmosférica. Con la técnica de ESI se pueden analizar moléculas

altamente polares.

El electrospray es creado al aplicar un voltaje alto en un fluido de un liquido a presion
atmosférica, que algunas veces es asistido por otro gas. En la figura 10 se observa
como el spray generado es dirigido a una abertura en el sistema de vacio del
detector, en donde las gotas son desolvatadas por una combinacion de calor, vacio

y aceleraciéon dentro del gas por voltajes.

En moléculas grandes, los iones pueden contener multiples cargas, permitiendo la
detecciébn de moléculas de gran tamafio en analizadores que poseen rangos
limitados en la relacion masa/carga (m/Z). Debido a que se usa un liquido, es muy

facilmente adaptada a la cromatografia de liquidos.
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Figura 11. Proceso de ionizacién por ESI. Imagen disponible en: http://ufg.ung.edu.ar/Docencia-
Virtual/BQblog/MALDI-ESI-TOF.pdf

1.11.6.1.7. lonizacién Quimica a Presion Atmosférica (Atmospheric Pressure
Chemical lonization APCI)

Es un método similar a ESI, pero, en lugar de aplicar un voltaje al propio spray, el
voltaje se aplica a una aguja que crea una descarga en corona a presiones
atmosféricas. Esta descarga crea iones, en teoria la mayoria son HsO*y agregados
de agua. La muestra es inyectada dentro de la descarga por un aerosol creado por

la combinacion de un liquido fluyendo y un gas calentado que volatilizan la muestra.

Los iones son formados por la transferencia de protones del H3O* o de los
agregados de agua. Posteriormente, la deteccion se lleva de la misma manera que
en ESI.

1.11.6.1.8. Desorcion/lonizacién por Laser Asistida por Matriz (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization MALDI)

Siendo una técnica relativamente mas reciente, en MALDI los analitos son disueltos
en una matriz (formada por compuestos aromaticos) que absorbe la radiacion UV.
Conforme los solventes se van secando, los compuestos de la matriz se cristalizan

y los analitos quedan contenidos dentro de la matriz de cristales.

La muestra es bombardeada con un laser, el cual es absorbido por la matriz. La

ionizacidon ocurre por protonacion en el ambiente acido producido por los
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compuestos de la matriz. En MALDI la produccion de iones es discreta y son de una
amplia variedad de moléculas, ya que, dependiendo de la combinacién entre el

analito y la matriz, predominan cierto tipo de iones en el espectro obtenido.

1.11.6.2. Calibracion del detector MS/MS mediante pruebas de tuning y dwell
time

Para el uso de un equipo de espectrometria de masas es importante primero
determinar las condiciones de deteccion, las cuales incluyen el voltaje del
electrospray (se determina si es positivo 0 negativo); la energia del capilar, del cono
y del extractor; la temperatura de la fuente de ionizacién y del gas de desolvatacion.
Todas estas condiciones se determinan con pruebas de calibracion llamadas tuning,
inyectando una disolucién de estandar de referencia del analito y del estandar
interno. Con esta prueba es posible mejorar la resolucién y la intensidad del

rendimiento del instrumento?5.

La prueba de dwell time determina la duracion en que cada sefial del ion es
recolectada. Al incrementar el tiempo del dwell se mejora la sensibilidad en el conteo
de los iones. Sin embargo, se recolectaran menos puntos a lo largo del pico en el

cromatograma?’.

1.12. Método bioanalitico

Es un método de analisis en el que se determina la concentracién o cantidad de un
farmaco y/o sus metabolitos para un estudio de farmacocinética/farmacodinamia,
bioequivalencia o toxocinética en una matriz biolégica como puede ser sangre,

suero, orina, etc?0.

1.12.1. Validacién de métodos bioanaliticos

Son los procedimientos que demuestran que un método en particular usado para la
cuantificacion de analitos en una matriz bioldgica es confiable y reproducible para
su uso propuesto?. El objetivo de la validacion de un método analitico es demostrar

que es apropiado y cumple con el propésito para el que fue disefiado?®.

El Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos define en su guia los

siguientes parametros de validacion.
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1.12.1.1. Adecuabilidad o desempeno del sistema
Verificacion de que el sistema opera con base en criterios preestablecidos, que

permitan asegurar la confiabilidad de los resultados de un método analitico.

1.12.1.2. Especificidad
Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida Unicamente

al analito de interés y no a otros componentes de la muestra.

1.12.1.3. Exactitud
Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor de referencia.

1.12.1.4. Limite de cuantificacién
Concentracion minima del analito, que puede ser determinada con precision y

exactitud aceptables, bajo las condiciones de operacion establecidas.

1.12.1.5. Limite de deteccion
Concentracion minima del analito en una muestra que puede ser detectada, pero

no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operacion.

1.12.1.6. Linealidad
Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por medio de
una transformacion matematica definida, son proporcionales a la concentracion del

analito, dentro de un intervalo determinado.

1.12.1.7. Precision
Grado de concordancia entre los resultados analiticos individuales, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra

homogénea del producto.

1.12.1.8. Recobro
Cantidad del analito determinada en el placebo adicionado o muestra adicionada,

empleando el método analitico.
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1.12.1.9. Repetibilidad
Precision de un método analitico, expresada como la concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando los mismos

instrumentos y método.

1.12.1.10. Reproducibilidad
Precisibn de un método analitico, expresada como la concordancia entre las

determinaciones independientes realizadas por diferentes analistas.

1.12.1.11. Robustez
Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al presentarse
variaciones pequefias pero deliberadas, en los pardmetros normales de operacion

del método.

1.12.1.12. Estabilidad analitica de la muestra
Propiedad de una muestra, preparada para su cuantificacion, de conservar su
integridad fisicoquimica y la concentracién del analito, después de almacenarse

durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas.

La estabilidad de la muestra se evallua con diferentes pruebas como se menciona a
continuacion: estabilidad a corto y largo plazo, estabilidad de la muestra procesada,
estabilidad en el automuestreador, estabilidad en ciclos de congelacion-

descongelacién y estabilidad en solucion.

1.12.1.13. Efecto de matriz

Esta es una prueba que se requiere cuando se utiliza espectrometria de masas. En
el andlisis de las muestras, es posible encontrar variaciones en la respuesta debido
a los componentes de la matriz de estudio, lo que puede provocar una estimacion

erronea en la medicion.

El efecto de matriz de un analito es el cambio en la ionizacién en disolvente
comparado con la ionizacién en la matriz de estudio®®, ya sea por supresiéon o por

realce de iones?’.
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1.12.1.14. Efecto de acarreo
El objetivo de esta prueba es determinar que no quedan residuos de la muestra en
el sistema cromatografico, tales que puedan interferir y alterar la respuesta de las

muestras siguientes.

1.12.1.15. Efecto de diluciéon
Esta prueba se valida con el objetivo de determinar si la dilucién de una muestra,
cuya concentracion se encuentra por encima del limite superior de cuantificacion,

no tiene repercusiones en su analisis.
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Objetivos

Objetivo general
Validar un método bioanalitico por UPLC-MS/MS para la cuantificacion de teofilina

en plasma humano.

Objetivos particulares

e Desarrollar el método bioanalitico para la cuantificacion de teofilina por la
técnica de UPLC, utilizando calibracion por estandar interno, con deteccion
de UV o MS/MS.

e Evaluar la utilidad de tarjetas de tamizaje neonatal (tarjetas Guthrie) como
soporte para recoleccién y analisis de la matriz biolégica con teofilina.

e Extraer la teofilina a partir de plasma humano para comparar la eficiencia de
la extraccion con las tarjetas Guthrie.

e Determinar el perfil farmacocinético de una nueva formulacion de teofilina en
un voluntario adulto sano de un estudio piloto para conocer los parametros

de tiempo maximo (tmax) y concentracion maxima (Cmax).
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2. Materiales y métodos
Se utilizaron estandares de referencia de teofilina y de etofilina para la preparacion

de todas las disoluciones empleadas en el desarrollo y validacion del método
bioanalitico. También, se emplearon diferentes disolventes organicos y disoluciones
para la extraccion del farmaco de la matriz bioldgica y para la elucidon

cromatografica.

2.1. Materiales

Sustancia Estructura Proveedor Grado
Materia prima: 0 Alpharma Analitico
H

Teofilina HC~y N
PP
o7 N N
CHs
Estandar de 0 MP Analitico
H
referencia; Teofilina HC~y | N>
Y,
anhidra o)\ril N
CHs
Estandar  interno: 0o Santa Cruz | Analitico
o HyC- NOH
7-(B-hidroxietil)- /]/"\1\ I » Biotechnology
teofilina (etofilina) o7 NT N
CHg

Tabla 3. Sustancias de referencia de teofilina y etofilina.
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Sustancia Estructura Proveedor Grado
Metanol III Merck Cromatogréfico
H—C—OH
H
Cloroformo H Merck Cromatografico
I
C"'H
|/ \ Cl
C" %
Acetona @) Sigma-Aldrich Cromatografico
CH5 CH,
Acido férmico @) Merck Analitico
[l
C
H” " ~OH
2-propanol OH Caledon Cromatografico
Acetonitrilo H Herschi Trading Cromatografico
\
~C—C=N
H" 4
H
Sulfato de amonio (NH4)2S04 Merck Analitico
Acido tricloroacético @) Merck Analitico
c, MU
Clar: PN
(|3 OH
Cl

Tabla 4. Reactivos utilizados para la extraccion del farmaco y para la elucion cromatogréfica.

2.1.1. Mezclas cromatograficas

2.1.1.1. Solucién Acido férmico 0.1% para fase movil

Colocar en un matraz volumétrico de 200 mL, 200 pL de acido férmico grado HPLC

y llevar al aforo con agua desioniazada “Milli-Q”.




2.1.1.2. Solucién de lavado fuerte de inyector:
acetonitrilo/isopropanol/metanol/agua (25:25:25:25% viv)
Medir por separado 50 mL de cada uno de los disolventes con probeta, colocar en

un frasco de vidrio y agitar manualmente.

2.1.1.3. Solucién de lavado débil de inyector: agua/metanol (50:50% v/v)
Medir con probeta por separado 100 mL de agua desionizada “Milli-Q” y 100 mL de

metanol grado HPLC. Colocar en un frasco de vidrio y agitar manualmente.

2.1.1.4. Solucién de lavado de sellos:
Medir con probeta 180 mL de agua desionizada “Milli-Q” y 20 mL de acetonitrilo.

Colocar en un frasco de vidrio y agitar manualmente.

2.1.1.5. Solucién Blanco de disolvente (agua/metanol (50:50% v/v))

Medir por separado y mezclar 100 mL de agua HPLC y 100 mL de metanol;

NOTA: todas las soluciones se deben filtrar con membrana Milli-Pore y desgasificar
en bafo ultrasénico durante 10 min a 25 °C.

2.1.2. Preparacién de disoluciones estandar de teofilina y etofilina
Todas las disoluciones de teofilina se prepararon 20 veces mas concentradas para

su posterior dilucion en la matriz biologica.

2.1.2.1. Solucion Stock de teofilina 1 mg/mL (Solucién 1)
Pesar 10 mg de teofilina en una charola de pesado y llevar al aforo a 10.0 mL con

solucién blanco de disolvente.

2.1.2.2. Solucién de teofilina 100 ug/mL (Solucién A)
Transferir 1 000 pL de la solucién Stock de teofilina a un matraz volumétrico de 10

mL y llevar al aforo con solucion blanco de disolvente.

2.1.2.3. Solucioén de teofilina 70 pg/mL (Solucién B)
Transferir 700 uL de la solucién Stock de teofilina a un matraz volumétrico de 10 mL
y llevar al aforo con solucién blanco de disolvente.
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2.1.2.4. Solucién de teofilina 50 pg/mL (Solucién C)
Transferir 500 pL de la solucién Stock de teofilina a un matraz volumétrico de 10 mL

y llevar al aforo con solucion blanco de disolvente.

2.1.2.5. Solucién de teofilina 20 pg/mL (Solucién D)
Transferir 200 uL de la solucion Stock de teofilina a un matraz volumétrico de 10 mL
y llevar al aforo con solucién blanco de disolvente.

2.1.2.6. Solucidn de teofilina 10 pg/mL (Solucién E)
Transferir 100 pL de la solucion Stock de teofilina a un matraz volumétrico de 10 mL

y llevar al aforo con solucion blanco de disolvente.

2.1.2.7. Solucion de teofilina 1 pg/mL (Solucién F)
Transferir 10 uL de la solucion Stock de teofilina a un matraz volumétrico de 10 mL

y llevar al aforo con solucién blanco de disolvente.

2.1.2.8. Solucion de teofilina 3 pg/mL para muestra control baja (Solucién MCB
20X)
Transferir 30 uL de la solucion Stock de teofilina a un matraz volumétrico de 10 mL

y llevar al aforo con solucion blanco de disolvente.

2.1.2.9. Solucién de teofilina 15 pg/mL para muestra control media (Solucién
MCM 20X)
Transferir 150 uL de la solucion Stock de teofilina a un matraz volumétrico de 10 mL

y llevar al aforo con solucion blanco de disolvente.

2.1.2.10. Soluciéon de teofilina 80 ug/mL para muestra control alta (Solucién
MCA 20X)
Transferir 800 uL de la solucién Stock de teofilina a un matraz volumétrico de 10 mL

y llevar al aforo con solucion blanco de disolvente.

2.1.2.11. Solucién de teofilina 120 pg/mL para muestra control diluida
(Soluciéon MCD 20X)
Transferir 1 200 pL de la solucién Stock de teofilina a un matraz volumétrico de 10

mL y llevar al aforo con solucion blanco de disolvente.
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2.12.12. Muestra Control Diluida (MCD)
Tomar 25 L de la solucion MCD 20X y mezclarla con 475 pL de plasma libre de
analito. Posteriormente, tomar 50 uL de la mezcla y diluir con 450 L de plasma libre

de analito para llegar a un volumen de 500 pL.

2.1.2.13. Solucién Stock de etofilina 1 mg/mL
Pesar 10 mg de etofilina en una charola de pesado, disolver con solucién blanco y

llevar al aforo a 10.0 mL con solucion blanco de disolvente.

2.1.2.14. Solucién de etofilina 4000 ng/mL (Solucién i)
Transferir 40 pL de la solucion stock de etofilina a un matraz volumétrico de 10 mL

y llevar al aforo con solucion blanco de disolvente.

2.1.2.15. Solucion Desempeno del Sistema

En un vial para HPLC “total recovery” mezclar una alicuota de 100 pL de la solucién
C de teofilina (50 pg/mL) y una alicuota de 100 pL de la solucién i de etofilina (4000
ng/mL).

2.1.3. Preparacion de disoluciones para extraccion

2.1.3.1. Solucién saturada de sulfato de amonio (NH4)2SO4 al 20% ml/v.
Pesar 100 g de sulfato de amonio y llevar al aforo a 500.0 mL con agua desionizada
“Milli-Q”.

2.1.3.2. Solucién de extraccion Cloroformo/lsopropanol (95:5% v/v).
Medir con probeta por separado 190 mL de cloroformo y 10 mL de isopropanol y

agitar manualmente. Conservar a temperatura ambiente.
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2.1.4. Condiciones instrumentales

2.1.4.1. Equipo para UPLC

Cromatografo de liquidos Acquity™ Ultra Performance LC Waters.

2.1.4.2. Fase estacionaria

Columna: Acquity UPLC BEH C18.
Dimensiones: 2.1 x 50 mm.
Tamafio y forma de particula: 1.7 pm y de forma esférica.

Temperatura del horno: 35 °C.

2.1.4.3. Fase movil

Flujo de 0.1 mL/min.

Tiempo de corrida: 3.5 min.

Via de UPLC Fase Proporcion
Al Metanol (MeOH) 50%
B1 Acido formico 0.1% | 50%

Tabla 5. Disolventes para la fase movil.

2.1.4.4. Automuestreador

Opcion de loop: parcial con sobrellenado de aguja.
Volumen de inyeccion: 10 L.

Temperatura ajustada a 20 °C.

Volumen de lavado débil: 600 pL.

Volumen de lavado fuerte: 200 pL

42



2.1.4.2. Detector de MS/MS

En la figura 11 se muestra un esquema del equipo Waters Quattro™ micro APl Mass

Spectrometer de triple cuadrupolo.
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Figura 12. Esquema de espectrometro de masas Waters Quattro Micromass

2.2. Métodos

2.2.1. Desarrollo del método de extraccion en HPLC-UV

2.2.1.1. Matriz sanguinea simulada

Para realizar las pruebas del método de extraccion se simulé una matriz sanguinea

a la que se le adicionaron concentraciones conocidas de un estandar de referencia
de teofilina.

La matriz sanguinea se preparé al 46% de hematocrito mediante la mezcla de
Concentrado Eritrocitario Pediatrico Filtrado (CEPF) y Plasma Fresco Congelado
(PFC), provenientes del banco de sangre del INP, a lo que se denominé como

sangre reconstituida.

La preparacion de las muestras biolégicas para las pruebas de extraccion y para la
validacion se realiz6 mezclando 950 pL de la sangre reconstituida y 50 pL de
disolucién de teofilina 20 veces mas concentrada, debido a que la NOM-177-SSA1-

2013 indica que no se debe diluir la muestra en mas del 5%.
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2.2.1.2. Extraccidn de la teofilina
Se realizaron dos tipos de procedimientos para la extraccion y cuantificacion de la
teofilina: en el primero de ellos se extrajo el farmaco a partir de una tarjeta Guthrie,

mientras que en el segundo la extraccion se realizo a partir de muestras sanguineas.

Se utiliz6 como base el método propuesto por Michael A. Peat et al.?? para la
extraccion del farmaco. La metodologia de extraccion consta, de manera general,
en la precipitacion de las proteinas de la matriz bioldgica y un reparto liquido-liquido

entre la matriz y un disolvente organico como el cloroformo.

Se realizaron diferentes modificaciones al método con el objetivo de obtener sefiales
simétricas, disminuir al maximo las interferencias inherentes a la matriz bioldgica,
utilizar una baja cantidad de reactivos y de muestra, asi como reducir la generacion

de residuos.

Se estableci6 como criterio de aceptacion la selectividad, en la que no debian
encontrarse respuestas mayores que el 20% de la respuesta del limite inferior de
cuantificacion (LIC). Otro criterio establecido fue la obtencion de sefiales simétricas

en los cromatogramas para la teofilina y el estandar interno de etofilina.

Las concentraciones utilizadas para probar la extracciéon fueron de 0.5, 1, 5, 10, 15,
25y 30 pg/mL.
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2.2.1.3. Procedimiento de extraccion a partir de tarjetas de tamizaje neonatal

En la figura 13 se presenta la metodologia seguida para la extraccion de la teofilina
a partir de tarjetas Guthrie.

( Extraccion de la teofilina )

/J

Adicionar 40 pL de sanare reconstituida cargada con estandar de referencia
a un circulo de |a tarjeta y dejar secar al aire

y
Se recortd 1/4 del circulo con muestra y se coloco en un tubo Eppendorf de 2 mL

| 1
Se agreqaron 250 pL de MeOH/H,0 50:50 + 50 pL de etofilina 10 pg/mL
y agitar en vortex Fisher Genie 2 a nivel 3, durante 45 s.

4

Se adicionaron 300 pL de (NH:).S0. al 37.5% miv
y se agitd nuevamente a nivel durante 45 s.

Se centrifugaron las muestras a 4500 rpm durante 5 min.
El sobrenadante se transfirio a tubos de vidrio de 13x100 mmy se
lagregaron 5 mL de cloroformo. Se agitd de nuevo en vortex durante 45 s a nivel 3l

Se descarto la fase acuosa y la fase organica se
evaporo a sequedad en desecador a 40°C.

Las muestras se reconstituyeron con 50 yL de MeOH/MH,0 4555y
se inyectaron 10 pL al equipo HPLC-UV a 273 nm.

Figura 13. Metodologia de extraccion de la teofilina a partir de tarjetas de tamizaje neonatal.

45



2.2.1.4. Procedimiento de extraccién a partir de muestras sanguineas
En la figura 14 se presenta la metodologia con la que se extrajo la teofilina a partir

de muestras de sangre total o suero.

Extraccion de teofiina )

[

Se colocaron 250 plL de suero o sangre total cargado con estandar de referencia
en un tubo Eppendorf de 2 mL
y 50 pL de estandar interno 10 pg/mL. Se agitd en vortex Fisher Genie 2
a nivel 3 durante 45 s.

'

Se adicionaron 300 pL de (NH,),SO, al 37.5% m/v
y se agito en vortex Fisher Genie 2 a nivel 3 durante 45 s.

1

Las muestras se centrifugaron a 4500 rpm durante 5 min
y se transfirio el sobrenadante a tubos de vidrio de 13x100 mm.
Se agregaron 5 mL de cloroformo y se agité nuevamente
anivel 3 durante 45 s.

/

Se descarto la fase acuosa y la fase organica se
evapord a sequedad en desecador a 40°C.

i

Las muestras se reconstituyeron con 50 pL de MeOH/H,O 4555y
se inyectaron 10 plL al equipo HPLC-UV a 273 nm.

Figura 14. Metodologia de extraccion de la teofilina a partir de muestras sanguineas.

2.2.2. Desarrollo del método bioanalitico en UPLC-MS/MS
2.2.2.1. Pruebas de tuning y dwell time

Para la prueba de tuning, se prepard una disolucién de teofilina de 100 ng/mL, se
colocé en la bomba de la jeringa (Syringe pump, véase en la figura 11) y se inyectd
con un flujo de 10 pL/min. Se ajustaron los parametros de deteccion hasta obtener
una respuesta optima para la teofilina. Posteriormente, se ajustaron los parametros

para el estdndar interno etofilina.

Se probaron las siguientes fases moviles: MeOH/Acido acético 0.05% 50:50;
MeOH/Acido férmico 0.1% 50:50; MeOH/Formiato de amonio 5mM 50:50;
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MeOH/Acetato de amonio 2mM 50:50). Se determiné que utilizando MeOH/Acido

férmico 0.1% en proporcion 50:50% v/v y un flujo de 0.1 mL/min la deteccién era la

mas eficiente y se obtenian respuestas de mayor magnitud.

El método de adquisicion utilizado fue el de MRM (Monitoreo de Reaccion Mdltiple),

cuyas condiciones se presentan en las tablas 6y 7.

Analito Tiempo lon padre | lon hijo | Dwell (s) | Cono (V) | Colisién Delay
de (Da) (Da) (eV) (s)
retencion
(min)

Teofilina 1.54 181.20 124.27 0.100 35.00 18.00 0.020

Etofilina 1.55 225.22 181.35 0.100 30.00 20.00 0.100

Tabla 6. Condiciones de adquisicion para el detector MS/MS por el método de MRM.
lonizacién | Cappillary | Entrance | Extractor | RF Source Desolvation | Cone
(kV) (V) Lens | Temperature | Temperature | Gas Flow
v) | (°C) (°C) (L/h)
ESI+ 1.00 10 1.00 0.1 80 350 650

Tabla 7. Condiciones de la fuente de ionizacion del detector MS/MS.

2.2.2.2. Desarrollo del método de extraccion

La metodologia planteada para la deteccion con UV se utilizo en el detector MS/MS

para comparar la eficacia del método.

El desarrollo del método se prob6é mediante la extraccion de la teofilina a partir de

tarjetas de tamizaje neonatal y a partir de plasma humanao.

Se establecié como criterio de aceptacion el que las curvas de calibracién extraidas

fueran lineales, con un coeficiente de correlacién mayor que 0.98.
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2.2.2.3. Extraccidn a partir de tarjetas de tamizaje neonatal

En espectrometria de masas es posible detectar concentraciones menores que en
UV, por ello se prob6 el método de extraccion utilizando muestras de concentracion
de 100 y 1000 ng/mL, siguiendo las técnicas propuestas por diferentes autores®°°
que han demostrado la linealidad del método bioanalitico en el intervalo de

concentraciones de 50 a 5000 ng/mL.

Una vez preparadas las muestras sanguineas cargadas con la teofilina, se
colocaron 40 pL de la sangre en un circulo de una tarjeta Guthrie. La extraccion se
realizé con la misma metodologia para las tarjetas usada en UV, sélo que el
volumen de reconstitucion utilizado fue de 100 pL. Se inyectaron 10 pL de la muestra
al equipo UPLC-MS/MS.

2.2.2.4. Extraccidn a partir de plasma humano

Se filtr6 plasma proveniente del banco de sangre del INP a través de un filtro
Whatman del #4. Con este plasma se prepararon, por quintuplicado, muestras
adicionadas con teofilina a concentraciones de 100 y 1000 ng/mL y se utiliz6 la
metodologia de extraccién utilizada para las tarjetas Guthrie.

Una vez que se observé que las sefiales en los cromatogramas comenzaron a ser
definidas y que eran proporcionales a la concentracién, se prob6 el método de
extraccién con una curva de calibracion en plasma que abarcé el intervalo de 250 a
6000 ng/mL.

Al no contar con la informacién de farmacocinética de la teofilina en poblacion
mexicana, se tomé como referencia®! la informacion presentada en la tabla 1, donde
se presenta el valor de Cmax para la teofilina en diferentes poblaciones. Se observo
gue el valor de Cmax se encuentra, en su mayoria, entre 3 y 6 ug/mL. Para el

desarrollo del método se utilizé el valor de 3 pg/mL como valor esperado.

2.2.2.5. Modificaciones al método de extracciéon
Se realizaron nuevas modificaciones a la metodologia para adecuarla al tipo de
deteccion (asegurar la ionizacion del analito y reducir la cantidad de sales no

volatiles), siguiendo algunos pasos que se determinaron en la metodologia para UV.
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Todas estas condiciones permitieron desarrollar un método que fuera, en principio,

lineal, repetible y reproducible.

2.2.2.5.1. Volumen de muestra
Se probd la extraccion variando el volumen de muestra cargada entre 20, 50, 100,
250, 500 y 1 000 pL.

2.2.2.5.2. Precipitacion de proteinas

Un paso muy importante en el método de extraccion del farmaco es la precipitacion
de proteinas. Por ello se probaron diferentes agentes como fue (NH4)2SO4 en
concentraciones de 20% m/v y 37% m/v, acetona, acetonitriio y MeOH. Dichos

agentes fueron probados solos y en combinaciones y con diferentes volumenes.

Se prob6 también la extraccion de la teofilina por precipitacion directa con

acetonitrilo y MeOH, previamente enfriados en ultracongelacion durante 15 min.

2.2.2.5.3. Extraccion liquido-liquido
Después de eliminar las proteinas con la precipitacion, se extrae la teofilina de la

fase acuosa utilizando disolventes organicos.

Para este fin se probaron agentes de extraccibn como acetato de etilo, cloroformo,

diclorometano, éter, cloroformo/acido formico y cloroformo/isopropanol.

2.2.2.5.4. Volumen de reconstitucion

Se probaron volimenes de 50, 100 y 200 pL de disolvente de reconstitucion
(MeOH/H20 50:50) para poder inyectar las muestras, tal que la muestra tuviera una
concentracion que le permitiera ser detectable y cuantificable y que el volumen fuera

suficiente para el andlisis.

2.2.2.6. Propuesta final del método de extraccion
1) Se colocaron 50 uL de plasma cargado con estandar de referencia en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL y se adicionaron 20 L de la solucion i (estandar interno
de etofilina 4000 ng/mL). Se agité durante 10 s en vortex a nivel maximo.
2) Se agregaron 120 pL de disolucion de sulfato de amonio al 20% m/v con

pipeta multidispensadora.
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3)

4)

5)
6)
7

8)
9)

Se adicionaron 380 pL de MeOH, previamente enfriado en ultracongelador
durante 10-15 min, con pipeta multidispensadora y se agitd durante 45 s en
vortex a nivel maximo.

Se adicionaron 600 pL de acetona con pipeta multidispensadora y se agitd
durante 45 segundos en vortex a nivel maximo.

Se centrifug6 a 12 000 rpm, durante 5 min, a temperatura ambiente.

Se decantd la fase liquida a un tubo de vidrio de 13x100 mm.

Se adicionaron 1 000 pL de cloroformo/isopropanol 95:5% v/v con pipeta
multidispensadora y se agité durante 45 segundos en vortex a nivel maximo.
Se dejo que las fases se separaran.

Con una micropipeta se retir la fase acuosa, cuidando que el volumen de

fase restante fuera constante en todas las muestras.

10) Se evapor6 el cloroformo en bafio de agua a 40°C con corriente de aire

(desecador).

11) Se reconstituyeron las muestras con 200 pL de solucion Blanco de

disolvente (MeOH/H20 50:50% v/v).

12) Se agitdé durante 30 segundos en vértex a nivel maximo y temperatura

ambiente.

13) Se transfiri6 la muestra a un vial para HPLC de 2 mL “total recovery”,

asegurandose que al colocar el liquido no se formen burbujas de aire.

14) Se inyectaron 10 pL al equipo UPLC-MS/MS.

Los resultados con esta técnica fueron lineales y reproducibles, por lo que se

seleccion6 esta metodologia para realizar la validacion.

2.2.3. Validacion del método bioanalitico
Los pardmetros de validacion que se evaluaron fueron los siguientes: desempefio
del sistema, selectividad, efecto de matriz, efecto de acarreo, curva de calibracion,

limite inferior de cuantificacion, precision y exactitud, estabilidad y recobro.

Todos los parametros se validaron de acuerdo con los criterios que dicta la NOM-

177-SSA1-2013, con excepcion de la prueba de recobro, la cual se evalué conforme
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a lo establecido en la Guidance for Industry. Bioanalytical Method Validation?* de la

FDA (Food and Drug Administration).

Gracias a un estudio piloto realizado en el que se administro la solucion oral de

teofilina se determind el intervalo de la curva de calibracion, el cual quedo

determinado de 50 a 5 000 ng/mL. La curva de calibracion utilizada para el analisis

de todas las muestras se presenta en la tabla 8.

Nivel Conc. Solucion | Solucién | Solucién | Solucion | Solucion | Solucién | MCB20X | MCM20X | MCA20X | Plasma | Volumen
Nominal | A (uL) B (uL) C (ML) D (uL) E (uL) F (uL) (uL) (uL) (uL) (uL) | final (uL)
(ng/mL)

MLIC 50 25 - 475 500

MCB 150 - - - - - 25 475 500

CC2 500 25 - - 475 500

MCM 750 - - - - - - 25 475 500

CC3 1000 25 - - 475 500

CC4 2 500 25 - - 475 500

CC5 3500 25 - - 475 500

MCA 4 000 - - - - - - 25 475 500

CCé6 5 000 25 - - 475 500

MCD 6 000 - - - - - - 475 500

Tabla 8. Preparacién de la curva de calibracion y muestras control. La preparacion de la MCD se realiza
mezclando 25 pL de la solucién MCD 20X con 475 pL de plasma libre de analito. Posteriormente, se toman 50
UL de la muestra y se diluyen con 450 uL de plasma libre de analito.

2.2.3.2. Desempeiio del sistema

Previo al inicio de cada corrida analitica se realizé la inyeccion de al menos 6

réplicas de la solucibn de desempefio del sistema. El sistema se considera

adecuado si cumple con los siguientes criterios:

Parametro cromatografico

Criterio de aceptacién

Tiempo de retencion

CVv=s20%

Respuesta cromatogréfica

CV=s50%

Tabla 9. Criterios de aceptacion para la prueba de desemperio del sistema.

51




2.2.3.3. Selectividad

2.2.3.3.1. Selectividad a compuestos endégenos

Se evaluaron 7 unidades de matriz bioldgica que incluyeron la matriz hemolizada.
La matriz hemolizada se prepar6 de la siguiente manera: se reconstituyé sangre
total al 43% de hematocrito, que es el que se encuentra reportado en la literatura
para el humano. Para ello, se mezclaron 2 150 pL de paquete eritrocitario con 2 850
pL de plasma filtrado en un tubo falcon de 15 mL. Posteriormente, se agito en vortex

a maximo nivel durante 30 s para favorecer la hemdlisis.

Se prepararon por duplicado las siguientes soluciones: Blanco de reactivos, muestra
blanco de cada unidad a evaluar y Muestra Limite de Cuantificacion (MLIC) de cada

unidad de plasma a evaluar.

Las muestras deben cumplir con los criterios de la tabla 10.

Criterio de aceptacion

% interferencia en etofilina (estandar | Unidades con respuesta menor o igual al
interno) 5%.

% interferencia en teofilina (analito) Unidades con respuesta menor o igual al
20% de MLIC.

Tabla 10. Criterios de aceptacion para la prueba de selectividad a compuestos endégenos. Nota: debido a la
dieta normocalérica y baja en lipidos durante el estudio, no se obtendran muestras con lipemia, por lo que este
tipo de matriz fue descartado. En caso de encontrarse, se realizaran los controles de cambio necesarios para
el andlisis de estas muestras.

2.2.3.3.2. Selectividad a compuestos concomitantes y anticoagulantes
Se evaluo la selectividad del método bioanalitico contra posibles interferencias en
el tiempo de retencion del analito por la administracion de compuestos

concomitantes y el uso de anticoagulantes durante la toma de muestra.

Se extrajo por triplicado muestra blanco adicionada con 50 pL de las disoluciones
de compuestos concomitantes y anticoagulantes de manera independiente y por
triplicado MLIC. Las concentraciones y preparaciéon de dichas sustancias se

encuentran en la tabla 12.
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Las muestras deben cumplir con los criterios de aceptacion presentados en la tabla

11.

Criterio de aceptacion

% interferencia en etofilina

5%.

Unidades con respuesta menor o igual al

% interferencia en teofilina

Unidades con respuesta menor o igual al
20% de MLIC.

Tabla 11. Criterios de aceptacion para la prueba de selectividad a compuestos concomitantes y anticoagulantes.

Compuesto Conc. final | Conc. Alicuota Volumen de | Transicién
en plasma Stock del stock disolucion
blanco (m/z)
(bL)
Heparina 10 Ul/mL 100 Ul/mL 1mL 9 mL* *x
EDTA 1) o
Propionato de | 0.1 ng/mL 2 ng/mL 50 uL 950 uL 501.3 > 293.2
Fluticasona
Furoato de | 60 pg/mL 1200 50 pL 950 pL 521.16 > 355.05
Mometasona pg/mL
Cafeina 8 ug/mL 160 pg/mL | 50 pL 950 uL 195.18 > 138.27
Acetaminofén | 30 pg/mL 600 pg/mL | 50 pL 950 pL 358 > 121
Levocetirizina | 270 ng/mL 5400 50 pL 950 pL 389 > 201
ng/mL
Prednisona 13.6 ng/mL 272 ng/mL | 50 pL 950 pL 359.2 > 313.2

Tabla 12. Farmacos utilizados para la prueba de selectividad a compuestos concomitantes. (1) La muestra se
recolectd en un tubo Vacutainer de tapa morada que contiene EDTA K2. *Se realiz6 una dilucion 1:10 para la
heparina. **No se cuenta con la informacién de las transiciones para los anticoagulantes.

2.2.3.4. Efecto de matriz

Se procesaron 6 unidades de matriz biolégica que incluyeron a la matriz hemolizada.

Luego se extrajo por duplicado cada muestra blanco y, al finalizar la extraccion, se

reconstituyd una serie de muestras con 200 pL de la solucion MCBrwn; se

reconstituyé la otra serie de muestras con 200 pL de la solucibn MCAFuN.
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Posteriormente, se colocaron 200 pL de solucion MCBevn y 200 pL de solucion
MCARrmN en viales para UPLC y se analizaron. La preparacion de las soluciones para

la reconstitucion se muestra en la tabla 14.

Se calcul6 el FMN para cada unidad de acuerdo con la siguiente ecuacion:

[Respuesta del analito en la matriz/Respuesta del EI en la matriz]

FMN = - — 3 - —
[Respuesta del analito en solucién/Respuesta el estandar interno en soluciéon]

Donde:

e FMN = Factor de Matriz Normalizado

e EIl = Estandar interno

Las muestras deben cumplir con el criterio de aceptacion de la tabla 13.

Criterio de aceptacion

FMN El CV% del FMN calculado de las unidades
de la matriz no debe ser mayor que el 15%

Tabla 13. Criterio de aceptacion para la prueba de efecto de matriz.

Concentracion Alicuota (uL) Alicuota etofilina Volumen final
(ng/mL) (uL) (mL)

150 (MCBgwn) 100 de solucién MCM 20X

4000 (MCAemn) | 40 de solucion | 40 de solucion i 10

Tabla 14. Preparacion de las disoluciones de reconstitucion para efecto de matriz.

2.2.3.5. Efecto de acarreo
Se realizaron tres inyecciones de la misma muestra blanco y una inyeccion de la
muestra Limite Superior de Cuantificacién (teofilina 5 000 ng/mL) con el siguiente

orden:

i.  Muestra blanco

ii.  Muestra de Limite Superior de Cuantificacion (LSC)
iii.  Muestra blanco
iv.  Muestra blanco
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Se compararon los resultados de LSC con la respuesta de LIC.

Las muestras deben cumplir con los criterios de la tabla 15.

Criterio de aceptacién

% interferencia en etofilina

Unidades con respuesta menor o igual al
5%.

% interferencia en teofilina

Unidades con respuesta menor o igual al
20% de MLIC.

Tabla 15. Criterios de aceptacion para la prueba de efecto de acarreo.

2.2.3.6. Curva de calibracion

Se prepararon 3 curvas de calibracibn en plasma humano en el intervalo de

concentracion nominal que va de 50 a 5 000 ng/mL, segun se indica en la tabla 7.

Se incluy6 en el analisis de cada curva una muestra de blanco de matriz (sin analito

ni EI) y una muestra cero (adicionada con EIl). Después, se obtuvieron los resultados

de concentracién recuperada y porcentaje de desviacion.

Las curvas de calibracién deben cumplir con los criterios de la tabla 16.

Criterio de aceptacion

CC1 (MLIC) % desviacion dentro del + 20% respecto de la concentracion
nominal
CC2-CC8 % desviacion dentro del + 15% respecto de la concentracion

nominal

Coeficiente de correlacion (r)

rz0.99

1. Al menos 5 de los 6 estandares de la curva de calibracién deben cumplir estos criterios.

2. Al menos el 50 % de cada estandar de la curva debe cumplir estos criterios.

3. Rechazar un estandar de la curva cuando no cumpla con el % de desviacion y recalcular la

curva de calibracion.

Tabla 16. Criterios de aceptacion para la prueba de curva de calibracion.

2.2.3.7. Limite inferior de cuantificacion

Se prepararon de manera independiente a la curva de calibracion 5 réplicas de la

muestra Limite Inferior de Cuantificacion (LIC), segun se indica en la tabla 8. Se

procesaron de acuerdo con la metodologia de extraccion y se obtuvieron la
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concentracion recuperada y porcentaje de desviacion. Las muestras se analizaron

junto con las muestras de precision y exactitud.

Las muestras deben cumplir con los criterios de la tabla 17.

Criterio de aceptacion

Nivel Precision Exactitud

LIC %CV < 20% % desviacion dentro del + 20 % con
respecto de la concentracion nominal

Al menos 4 de las 5 réplicas de cada nivel de concentracion deben cumplir con el criterio
de exactitud.

Tabla 17. Criterios de aceptacion para la prueba de limite inferior de cuantificacion.

2.2.3.8. Precision y exactitud

Se prepararon por quintuplicado las siguientes muestras control: MCB (150 ng/mL),
MCM (750 ng/mL), MCA (4 000 ng/mL) y MCD (6 000 ng/mL). Luego se procesaron
de acuerdo con la metodologia de extraccibn y se obtuvo la concentracién
recuperada y el % de desviacion. Los resultados de la precision intradia
(repetibilidad) y de la precision interdia (reproducibilidad) se utilizaron para la

determinacion de la exactitud.

Criterio de aceptacién

Nivel Precisién Exactitud

MCB % desviacion dentro del £ 15 % respecto de la
MCM o concentracion nominal

MCA CV<s15%

MCD

Al menos 4 de las 5 réplicas de cada nivel de concentracion deben cumplir con el criterio
de exactitud.

Tabla 18. Criterios de acpetacion para las pruebas de precision y exactitud.

2.2.3.8.1. Repetibilidad
La repetibilidad fue evaluada por un mismo investigador en la misma corrida

analitica.
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2.2.3.8.2. Reproducibilidad

La reproducibilidad fue evaluada con el mismo analista, en tres corridas analiticas

que se realizaron una en cada dia.

2.2.3.9. Estabilidad
Se preparo por triplicado un volumen de 1 mL de muestras control en plasma a las

concentraciones MCB y MCA, segun se indica en la tabla 3. Las muestras control

preparadas fueron expuestas a las condiciones de almacenamiento descritas en la

tabla 19.
Estabilidad # Réplicas Matriz Contenedor | Almacenamiento Tiempo
(MCBy MCA) aprox.

Corto plazo 3 Plasma Polipropileno | Refrigeracion 12 horas
humano (4°C)

Muestra procesada | 3 Solucién de | Polipropileno | Refrigeracién 24 horas
reconstitucién (4°C)

Muestra procesada | 3 Extracto seco | Polipropileno | Refrigeracion 24 horas

sin reconstituir (4°C)

Largo plazo 3 Plasma Polipropileno | Ultracongelacion 7 dias
humano (-80°C)

Ciclos congelacién - | 3 Plasma Polipropileno | Ultracongelacion | 3 ciclos de 24

descongelacion humano (-80°C) — | horas cada

temperatura uno
ambiente

Muestra en |3 Solucién de | Borosilicato Automuestreador | 6 horas

automuestreador reconstitucion a20-°C

Soluciones 3 Solucién Polipropileno | Refrigeracién 30 dias, 3

estandar de MeOH/H20 (4°C) y protegida | inyecciones

teofilina 50:50 %v/v de la luz de cada una

Estandar interno en | 3 de la | Solucién Polipropileno | Refrigeracion 15 dias, 3

solucion concentracion | MeOH/H20 (4°C) y protegida | inyecciones

de trabajo 50:50 %viv de la luz de cada una

Tabla 19. Condiciones de almacenamiento de muestras para las pruebas de estabilidad.
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La integridad del analito a las condiciones expuestas debe cumplir con los criterios

de precision y exactitud.

Criterio de aceptacion

Nivel Precision Exactitud

MCB o % desviacion dentro del + 15 % respecto de la
CV<15% . )

MCA concentracion nominal

1. Todas las respuestas analiticas obtenidas deben ser incluidas en el célculo del valor
promedio y s6lo se pueden eliminar aquellas que presentaron problemas por alguna
causa asignable, exclusivamente al sistema analitico.

2. Las soluciones seran consideradas estables si la desviaciéon de la respuesta analitica

promedio con respecto a la obtenida con muestras recién preparadas, no es mayor que
10%.

Tabla 20. Criterios de aceptacién para las pruebas de estabildad.

2.2.3.10. Recobro

Se extrajeron y analizaron por triplicado las siguientes muestras control en plasma:
MCB (150 ng/mL), MCM (750 ng/mL) y MCA (5 000 ng/mL), asi como las

concentraciones equivalentes en solucion. Posteriormente, se compararon las

respuestas de las muestras extraidas con las muestras en solucion para determinar

el porcentaje de recobro o recuperacion.

Las muestras deben cumplir con los criterios de la tabla 21.

Criterio de aceptacion

1. La respuesta de los estandares en solucion representa el 100% de recobro.
2. Las muestras deben cumplir con los criterios de exactitud y precision.

Tabla 21. Criterio de aceptacion para la prueba de recobro.

2.2.4. Cuantificacion de teofilina en plasma de un voluntario adulto sano en un
estudio piloto de farmacocinética

Se retd0 el método bioanalitico con muestras de plasma provenientes de un
voluntario para conocer el perfil farmacocinético de la nueva formulacion en solucion

oral. La cuantificacion se realiz6 con el método validado.
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3. RESULTADOS Y
DISCUSION



3. Resultados y discusion

3.1. Desarrollo del método de extraccion en HPLC-UV

3.1.1. Extraccion de la teofilina a partir de tarjetas Guthrie

En la figura 15 se aprecia que la extraccion del analito a partir de muestras
recolectadas en tarjetas de tamizaje neonatal dio como resultado cromatogramas
con una gran cantidad de interferencias, ademas de que la sefial correspondiente a

la teofilina (3.4 min) no se resolvid bien de las sefales adyacentes.

0.0030
| Teofilina

Interferencias

0.0025-
0.0020-
0.0015

0.0010

AU

0.0005

~———————

0.0000—

-0.0005

oS0t
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 450 5.00

Minutes

Figura 15. Cromatogramas correspondientes a cinco extracciones de una concentracion de 30 pg/mL de
teofilina, a partir de las tarjetas Guthrie, utilizando la metodologia original. Se aprecia que la respuesta
correspondiente a la teofilina posee baja magnitud, alta variacion y no se resuelve adecuadamente de las
sefales adyacentes.

Durante el desarrollo del método se probaron diferentes condiciones que
permitieran mejorar los resultados obtenidos, es decir, que éstos fueran, en

principio, lineales, reproducibles y repetibles.

Se sustituyo al (NH4)2SO4 por &acido tricloroacético al 10% para evitar el uso de sales

que pudieran saturar la columna, ademas de que con el sulfato de amonio el
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precipitado era casi nulo. Con el acido tricloroacético se observo un incremento
ligero en el precipitado, pero el tiempo de retencion del analito sufria variaciones y

las sefnales tenian un coleo elevado.

Se afadieron pasos como la sonicacion en un bafio de agua variando la temperatura
a 25y 30 °C para promover la liberacién del analito de la tarjeta de tamizaje y la
desnaturalizacion de las proteinas; también se utilizé agitacion a diferentes niveles
durante 45 segundos. Sin embargo, a pesar de estas modificaciones no se
apreciaba un aumento proporcional de la respuesta con respecto de la
concentracion, ademas de que los cromatogramas seguian presentando coleo e

interferentes de mayor magnitud que la respuesta del analito.

Otra modificacion que se probo fue el volumen de disolvente de reconstitucion con
el fin de concentrar la muestra. Se probaron volimenes de 50, 100, 150 y 200 pL,

pero en ninguno de los casos se obtuvieron mejores resultados.

Se probo la alcalinizacion del medio con NH4OH a pH 10 para que la teofilina se
encontrara en su estado no ionizado y se favoreciera el desplazamiento a la fase
organica. Sin embargo, se observo que hubo degradacion del analito a este valor
de pH al obtenerse sefiales con gran coleo. De esta manera, la metodologia con
alcalinizacion, cuyos resultados se presentan en la figura 16, fue descartada por no

presentar los resultados esperados.

Una de las razones por las que la extraccion de la teofilina no se pudo haber logrado
es que la tarjeta de tamizaje ejerza una fuerte retencion del analito. Otra razén
puede ser que, al no obtenerse una precipitacion de proteinas suficiente y a la baja
cantidad de analito adsorbido en la tarjeta, s6lo una pequeia parte de la teofilina se
liber6 y que la concentracion se encuentre por debajo de limite inferior de

cuantificacién, sumado a la ineficiencia de la extraccion.

Por estos motivos se decidid probar la extraccion a partir de muestras sanguineas

simuladas.
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Figura 16. Izquierda: extraccion por triplicado de un estandar de 20 pg/mL modificando el pH a 10. No hay reproducibilidad de
la respuesta y las interferencias cercanas al tiempo de retencién son de mayor magnitud. Derecha: extraccion de un estandar
de 100 pg/mL sin modificar el pH. La sefial se resuelve de las demas, pero posee una magnitud menor que en la figura 15.

3.1.2. Extraccion de la teofilina a partir de muestras sanguineas

Al observarse que la extraccion a partir de las tarjetas Guthrie no proporcioné los
resultados deseados, principalmente en términos de interferencias en los
cromatogramas y respuestas de baja magnitud, se opt6 por extraer el analito a partir

de muestras sanguineas, ya fuese de sangre total o de plasma.

Se realiz6 la extraccion de una curva de calibracion en plasma de concentraciones
desde 0.5 hasta 30 ug/mL, pero no se obtuvo respuesta para la teofilina ni la etofilina
en ninguno de los niveles de concentracion, ademas de que en los niveles mas altos
de concentracion se presentaba acarreo al obtenerse respuestas cada vez de mayor

magnitud en el frente de elucion, tal y como se observa en la figura 17.
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Figura 17. Extraccién de curva de calibracion en plasma, empleando el intervalo de concentraciones de 0.5 a 30 pg/mL.
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Al obtener estos resultados, se prob6é la metodologia de extraccion con
concentraciones mas elevadas de teofilina en plasma como 100, 150, 200, 250 y
300 pg/mL, considerando las mismas modificaciones realizadas, pero se obtuvieron

resultados similares a la curva con concentraciones menores.

Se pretendi6 realizar una comparacion del método de extraccion a partir de plasma
y sangre total para determinar si el farmaco pudiera llegar a unirse a los eritrocitos
y asi mejorar la eficiencia de la extraccion, utilizando las concentraciones elevadas
(100, 150, 200, 250 y 300 pg/mL). Sin embargo, en la figura 15 se aprecia que no
se pudo generar dicha comparacion, ya que la extraccion en ninguna de las dos

matrices fue consistente ni eficiente y los resultados no fueron los esperados.

Para ambas matrices se realizaron las mismas modificaciones que para las tarjetas
de tamizaje. En este caso los cromatogramas dejaron de presentar interferencias
antes del tiempo de retencién del analito (3.4 min), pero la respuesta de la teofilina
tenia una alta variacion en la magnitud y tiempo de retencién. También se observo

gue no habia deteccion del estandar interno.
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Todos estos resultados fueron indicativos de que la metodologia de extraccién no
era la adecuada como para extraer una cantidad considerable de analito de
cualquiera de las matrices utilizadas, tal que fuera detectable o cuantificable. Otro
hallazgo con estos resultados fue que la deteccion de los analitos tampoco estaba
siendo eficiente, ya que la deteccion por UV no es un método con una alta
selectividad, debido a que pueden existir otros componentes en la matriz biolégica
gue presenten absorcion en la misma longitud de onda y tiempos de retencion muy

similares que se sobrepongan a los analitos.
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Figura 18. Extraccion de estandares de teofilina de concentracion de 100, 150, 200, 250 y 300

pg/mL. Arriba: extraccion a partir de sangre total; abajo: extraccion a partir de plasma. En ambos
cromatogramas se observan respuestas asimétricas y de baja magnitud y resolucion.
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3.2. Desarrollo del método de extraccién en UPLC-MS/MS

Una vez determinadas las condiciones de adquisicion del método mediante las
pruebas de tuning y dwell time, se procedi6 al desarrollo del método de extraccion.
La metodologia de extraccion empleada en HPLC-UV sirvié como una base para el
desarrollo del método analitico en el detector MS/MS. Sin embargo, se adecud a las

caracteristicas del detector y se intent6 optimizar.

En las figuras 19 y 20 se observan los espectros de masas obtenidos para el ion
padre y el ion hijo de la teofilina. De esta forma se determind que la transicion del
analito era 181.21 >124.27.
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Figura 19. Espectro de masas del ion padre para la teofilina con acido férmico 0.1%/MeOH 50:50. ESI+.
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Figura 20. Espectro de masas del ion hijo para la teofilina con acido férmico 0.1%/MeOH 50:50. ESI+.

3.2.1 Extraccion a partir de tarjetas de tamizaje neonatal

Se evalu6 de nuevo la factibilidad de la recoleccion de las muestras en las tarjetas
Guthrie y si el tipo de detector ayudaba en la deteccion y cuantificacién del analito.
Sin embargo, esto tampoco se pudo lograr debido a que se observaron
cromatogramas en los que no se detectaba el analito, y en los que si se logro la
deteccidn, las sefales de la teofilina y del estAdndar interno presentaban coleo y baja

magnitud.

Se intentd mejorar la extraccion mediante el cambio a pH 4 con acido férmico al 1%
y a pH 8 con NH4OH al 1%. También se probo una metodologia en la que se empleo
una solucién de tripsina en EDTA e incubacién a 37°C durante 1 h para favorecer

la eliminacion de las proteinas.

Estas metodologias no mejoraron la extraccion, ya que las respuestas del analito
eran de magnitud muy cercanas al compararse con las respuestas de una muestra
de blanco de extraccion, ademas de que las curvas de calibracion no presentaban

una proporcionalidad.
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De esta forma se determind que las tarjetas de tamizaje neonatal (Guthrie) no son
un buen soporte para la recoleccion de las muestras que contengan teofilina. Es
muy probable que el analito se quede retenido en la tarjeta aun después de

someterse a todo el proceso de extraccion.

3.2.2. Extraccion a partir de plasma humano

Se decidi6 probar la metodologia de extraccion unicamente en plasma humano para
obtener la menor cantidad de interferentes y contaminantes posibles que pudieran
saturar el detector MS/MS.

Al probar la metodologia de extraccion utilizada en las otras matrices y detectores,
se observaron sefiales correspondientes al analito y al El, aunque las areas de las
respuestas no correspondieran con su concentracion. Fue por esto que se siguieron
realizando modificaciones al método para obtener sefiales simétricas y de mayor

magnitud que las obtenidas anteriormente.

3.2.2.1. Volumen de muestra

Se observo que al reconstituir las muestras de 500 y 1 000 uL de plasma quedaban
muchos residuos suspendidos provenientes de la matriz biolégica, que podrian
ensuciar el equipo al saturar la columna o el cono del detector MS/MS. Las muestras
con 20 pL, a pesar de contener la menor cantidad de residuos al reconstituir, no

presentaron resultados lineales.

Con los volimenes de muestra de 50, 100 y 250 pL se obtenian respuestas
consistentes y sin coleos, ademas de que la cantidad de residuos durante la
extraccion era practicamente nula. No obstante, se prefirid utilizar el volumen de 50
pL con la finalidad de disminuir el gasto de los reactivos para la extraccion y generar

menos residuos.

3.2.2.2. Precipitacion de proteinas
La precipitacion directa de la muestra utilizando acetonitrilo o MeOH frios no arrojo
buenos resultados, ya que hubo casos en los que ni siquiera hubo deteccion de la

teofilina ni la etofilina, independientemente de la concentracion. En los casos en que
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si se detectaron, las sefiales tenian un coleo elevado y la magnitud de las

respuestas no era util para el método. Por esta razén, se descarto esta metodologia.

La precipitacion con sales y con disolventes dio mejores resultados, pero debido a
gue la cantidad de sulfato de amonio y su concentracion eran elevadas, quedaban
residuos en el cono del detector después de cada corrida, lo que podia afectar al

equipo. Por ello se decidié disminuir el volumen y la concentracién de la sal.

Se probo la precipitacion de proteinas utilizando 500 pL de sulfato de amonio al 20%
en combinacion de 600 pL de acetona. Con esta combinacién se obtuvo una mayor
cantidad de precipitado a diferencia de las otras metodologias, pero las curvas de
calibracion evaluadas no siempre eran lineales. Esta metodologia se comparé con
los resultados de la extraccion en la que se emplearon 500 L de sulfato de amonio
al 20% m/v, 500 pL de MeOH frio y 600 pL de acetona; se observo que con esta
tltima metodologia se obtenian mejores resultados, puesto que las respuestas
presentaban una mejor linealidad y eran repetibles y reproducibles. Sin embargo,
aun quedaba gran cantidad de residuos de la sal en el equipo, por lo que se

disminuy6 el volumen adicionado.

Finalmente, se observé que la mejor combinacion de agentes precipitantes fue
utilizando 120 pL de (NH4)2SOas, 380 pL de MeOH, previamente enfriado en
ultracongelacion durante 15 min y 600 uL de acetona. Con esta combinacién el
precipitado de proteinas era compacto, sencillo de separar por decantacion y se

observaron mejores respuestas cromatograficas.

3.2.2.3. Extraccion liquido-liquido

Los disolventes se seleccionaron de acuerdo con la solubilidad del analito, ademas
se probd el método de extracciébn con menores voliumenes para disminuir la cantidad
de residuos generados. Después de probar los disolventes organicos y sus
combinaciones y diferentes volimenes se determind que utilizando 1 mL de
cloroformo/isopropanol en proporcion 95:5% v/v los resultados eran lineales
comparado con los demas disolventes de extraccion y las respuestas eran
repetibles, reproducibles y de mayor magnitud a comparacion de las demas.
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De acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas de la teofilina, es més soluble en
cloroformo que en los demas disolventes organicos, por esta razén se extrajo mayor
cantidad de teofilina. La combinacion con isopropanol aumenta la polaridad de la
mezcla de extraccion, lo que facilita el reparto de la teofilina a la fase organica al ser
un compuesto de mediana polaridad.

3.2.2.4. Volumen de reconstituciéon

Se realiz6 la comparacion de las respuestas obtenidas con los diferentes volimenes
probados. Se determind que con 200 uL las respuestas eran consistentes,
simétricas y poseian la mayor magnitud en comparacion con los demas volimenes,

Ademas, este volumen permite la reinyeccién de una muestra si fuera necesario.

3.2.2.5. Desarrollo final del método de extraccién

Una vez determinadas las mejores condiciones para el método de extraccién, se
repitié el analisis de curvas de calibracion y, como se muestra en la figura 21, se
observaron respuestas con tendencia de aumento proporcional a la concentracion,
independientemente de los parametros que se requieren en las pruebas de

validacion.

En un principio, la curva de calibracion planteada cubria el intervalo de
concentraciones de 250 a 6000 ng/mL, pero de acuerdo con los resultados de la
figura 21, se observo que se necesitaba distribuir los puntos de la curva, ademas de
que se probo6 disminuir el limite inferior de cuantificacion. También se vio que la
respuesta del estandar interno tenia que aumentarse, por lo que se cambio la
concentracion de 1000 ng/mL a 4000 ng/mL para que se equiparara con el punto

medio de la curva.
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Figura 21. Prueba de curva de calibracion para la evaluacion del desarrollo del método. Las curvas presentan
tendencia creciente a pesar no ser lineales. En estas curvas la concentracion de El usada fue de 1000 ng/mL

Una vez estandarizada la metodologia, y que las curvas de calibracion
proporcionaron resultados lineales y reproducibles, se pudo realizar la validacién

del método analitico de acuerdo con el protocolo previamente generado.

3.3. Validacion del método bioanalitico

3.3.1. Desempeno del sistema

Para cada corrida analitica se evalu6 el desempefio del sistema. Como se observa
en la tabla 22, el tiempo de retencidon no sufrié variacion alguna, mientras que la

respuesta analitica tuvo una variacion menor al 5%.
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Inyeccién Tiempo de retencion Area

1 1.59 385317.219
2 1.59 392003.219
3 1.59 393151.313
4 1.59 386548.063
5 1.59 389265.344
6 1.59 384965.469
Promedio 1.59 388541.771
D.E. 0 3189.315
CV.% 0 0.820

Tabla 22. Resultados del desempefio del sistema. El tiempo de retencién no tuvo variaciones, mientras que la
variacion de la respuesta fue menor que 5%.

3.3.2. Selectividad

3.3.2.1. Selectividad a compuestos endégenos

Todas las fuentes analizadas presentaron una interferencia en el analito mayor al
20% del LIC se presentan en la tabla 23. Debido a la dieta de la poblacién mexicana,
y que no es una condicién para la donacion de sangre el no consumir xantinas, se
consider6 a la teofilina como una entidad enddgena y por esta razon se
seleccionaron las fuentes que tuvieran el menor porcentaje de interferencia, tales
como los plasmas 2, 5, 6 y hemolizado. Sin embargo, el método es capaz de
diferenciar la cuantificacion al verse aumentada la respuesta con la adicién de una

concentracion conocida de la teofilina.

Uno de los criterios de inclusion para el estudio en voluntarios sanos sera el no
consumo de fuentes de xantinas (café, chocolate, té negro, etc.) por lo menos tres
dias antes de la toma de muestra, por lo que se podra disminuir o incluso evitar esta

interferencia en las muestras de los voluntarios.
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Plasma % Interferencia en teofilina % Interferencia en El

1 134.67 0.359
2 65.141 -
3 163.348 -
4 77.07 -
5 48.919 -
6 40.846 -

HEM 27.061 -

Tabla 23. Resultados de selectividad a compuestos enddgenos utilizando siete fuentes en total para la
evaluacion. HEM = matriz hemolisada. Las fuentes de plasma seleccionadas para la validacion se resaltan con
color azul.

3.3.2.2. Selectividad a compuestos concomitantes y anticoagulantes

Se determind la no interferencia de farmacos que se emplean simultdneamente a la
administracion de teofilina, tales como acetaminofén, levocetirizina, propionato de
fluticasona, furoato de mometasona, cafeina y prednisona. No se obtuvo respuesta
por parte de los compuestos concomitantes en el tiempo de retencion del analito ni
del El, con excepcion de la cafeina. Al ser metilxantinas, y estructuralmente muy
similares, la teofilina y la cafeina se detectan en tiempos de retencion muy cercanos.
No obstante, debido al método de adquisicion del detector MS/MS, es posible

diferenciar ambos compuestos.

También, se demostré que el uso de anticoagulantes como la heparina o el EDTA
no afecta el tiempo de retencion del analito, pero estos resultados indicaron un
aumento de la respuesta del 55% para la heparina y del 58% para el EDTA, con
respecto del limite inferior de cuantificacion. Los resultados de estas pruebas se

observan en las figuras 19, 20y 21.

Cabe destacar que el plasma utilizado ya contiene un anticoagulante (CPD) desde
gue se procesan las muestras de donacion en el banco de sangre, por lo que no se
sabe si el aumento en estas respuestas se deba a los propios anticoagulantes

evaluados o a alguna interaccién entre estos durante la prueba.
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Figura 22. Cromatogramas de selectividad a compuestos concomitantes. No se observan interferencias en el
tiempo de retencion de teofilina y etofilina, con excepcion de la cafeina. La transicion de 225.22 > 181.35
corresponde al El, mientras que la de 181.2 > 124 corresponde a la teofilina.
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Figura 23. Cromatogramas para la extraccion de LIC utilizando EDTA como anticoagulante. La sefial no se ve
modificada por el tipo de anticoagulante para la teofilina ni para el El. La transicion de 225.22 > 181.35 corresponde
al El, mientras que la de 181.2 > 124 corresponde a la teofilina.
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Figura 24. Cromatogramas de la extraccion de LIC utilizando Heparina 10 Ul/mL como anticoagulante. Se

observa que la respuesta no se ve modificada para el analito ni para el El. La transicion de 225.22 > 181.35
corresponde al El, mientras que la de 181.2 > 124.27 corresponde a la teofilina.
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3.3.3. Efecto de matriz

De las siete fuentes de matriz analizadas (6 normales y una hemolizada), aquellas
en las que se obtuvo un coeficiente de variacion menor al 15% se presentan en la
tabla 24. El plasma hemolizado presentd efecto de matriz en ambos niveles de
concentracion, por lo que no se podra analizar una muestra que se encuentre con

esta condicion.

Es posible que el grado de hemdlisis sea un factor condicionante para este tipo de

matriz, ya que el plasma se prepar6 de manera que estuviera completamente

hemolizado.
Muestra FMN en nivel bajo (150 | FMN en nivel alto (4000
ng/mL) ng/mL)
2 1.390 1.265
5 1.204 1.121
6 1.402 1.121
Promedio 1.332 1.169
D.E. 0.111 0.141
C.V. (%) 8.344 12.031
Criterio de C.V.%=<15%
aceptacion

Tabla 24. Resultados para la prueba de efecto de matriz. Las fuentes 2, 5y 6 cumplieron con el criterio de
aceptacion, mientras que con las demas la variacion era elevada.

3.3.4. Efecto de acarreo

El acarreo puede ser generado por residuos de muestra que queden en alguna parte
del equipo, como puede ser la aguja para la inyeccién, el loop, la columna o el
detector. Esto puede ocasionar que las respuestas se superpongan, dando un
resultado erréneo en la cuantificacion. En la tabla 25 se observa que las respuestas
correspondientes al analito o estandar interno no interfieren con inyecciones

subsecuentes dentro de la corrida analitica.
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Muestra Area teofilina Area El
Blanco - -

LSC (5000 ng/mL) 5706.212 3077.852
Blanco - 7.956
Blanco - -

LIC (50 ng/mL) 1234.621 2958.803
% Interferencia con - 0.27
respecto de LIC
Criterio de Respuesta < 20% Respuesta < 5%
aceptacion

Tabla 25. Resultados del efecto de acarreo. No se presentaron interferencias significativas para el analito y el

estandar interno.

3.3.5. Curva de calibracion

Se determind que el método es lineal en el intervalo de concentracién nominal que

va de 50 a 5 000 ng/mL, al obtenerse un coeficiente de correlacion (r) mayor que

0.99 en las tres curvas evaluadas. La desviacion de la concentracion recuperada

con respecto de la concentracion nominal no rebaso el +20% para el LIC ni el £15%

para el resto de los puntos, tal y como se muestra en las tablas 26 y 27. Estos

resultados indican que el intervalo propuesto se puede utilizar para cuantificar una

muestra problema, siempre considerando los demas parametros del método.

Estandar

CC1

CC2

CC3

CC4

CC5

CC6

Concentracion
nominal
(ng/mL)

50

500

1000

2500

3500

5000

Concentracion
recuperada
promedio
(ng/mL)

49.863

519.879

1017.357

2386.716

3504.965

5060.472

% Desviacion
respecto de
conc. nominal

-0.274

3.976

1.736

-4.531

0.142

1.209

C\V.%

12.359

14.833

0.239

4.489

2.584

1.923

Criterio de
aceptacion

% Desviacion de + 20% para LIC y £15% para CC2 a CC6

criterios de la validacion.

Tabla 26. Resultados de la evaluaciéon de curva de calibracion. Las tres curvas evaluadas cumplen con los

Pendiente Ordenada al origen r
Promedio 1.019 1864.872 0.9992
Desv. Est. 0.049
CV.% 4.84

Tabla 27. Parametros de linealidad y del modelo matematico que describen a la curva de calibracion.
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En la figura 25 se observan las tres curvas de calibracion evaluadas y se muestra

la ecuacion de la linea recta que representa al promedio de las tres.

Curva de Calibracion

8000

7000

6000

5000

4000

Respuesta

y =1.019x + 1864.872
3000

2000

1000

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentracion recuperada (ng/mL)

Figura 25. Comparacién de las tres curvas de calibracién evaluadas para la prueba de la validacion. Las tres
presentan proporcionalidad y linealidad. Se presenta la ecuacién de la linea recta que representa a las tres
curvas.

3.3.6. Precision y exactitud

3.3.6.1. Repetibilidad

En la tabla 28 se observa que el método analitico fue repetible en el mismo dia, ya
gue se obtuvo que la variacion para el limite inferior de cuantificacion y las muestras
control baja, media y diluida fue menor al 6%; para la muestra control alta se obtuvo

una variacion menor al 13%.

La NOM-177-SSA1-2013 indica que el C.V.% debe ser menor del 15% para las
muestras control y menor del 20% para el limite inferior de cuantificacion. Con estos

resultados se determin6 que el método cumple con la precisién intradia.

78



Muestra LIC (50 ng/mL) | MCB (150 | MCM (750 | MCA (4000 | MCD (6000
ng/mL) ng/mL) ng/mL) ng/mL)
Concentraciéon 50.322 147.929 726.432 3633.610 5923.746
recuperada
promedio
(ng/mL)
D.E. 2.533 4.943 40.477 440.006 105.502
CV. % 5.033 3.341 5.572 12.109 1.781
Criterio de C.V. % < 20% C.V.% < 15%
aceptacion

Tabla 28. Resultados de precision intradia. El coeficiente de variacion de las muestras control y del limite inferior de
cuantificacion cumplen con el criterio de aceptacion, demostrando que el método es repetible. D.E. = desviacion
estandar. C.V.% = coeficiente de variacion.

3.3.6.2. Reproducibilidad

En la tabla 29 se observa que el método fue reproducible al realizarse en diferentes

dias. La variacion obtenida para el LIC y las muestras controles baja y media fue

menor al 8% y para la muestra control alta fue menor al 12%.

De esta manera, el método cumplié con la precision interdia al obtenerse un C.V.%

menor al 15% para las muestras control y menor al 20% para el limite inferior de

cuantificacion.

Muestra LIC MCB MCM MCA
(50 ng/mL) (150 ng/mL) (750 ng/mL) | (4000 ng/mL)

1 52.91 155.128 825.642 3610.348

2 46.152 155.982 746.926 4119.946

Dia 1 3 52.323 144.448 790.63 4432.346

4 42.794 150.181 717.288 3842.786

5 52.178 132.112 741.213 4043.809

6 48.74 138.474 671.444 3495.572

7 54.041 149.395 701.261 2793.525

Dia 2 8 48.447 149.537 765.22 3841.904

9 48.492 146.958 701.524 3851.705

10 51.891 151.422 749.249 3915.437

11 50.49 162.914 722.866 4258.672

12 46.881 138.277 689.741 4419.675

Dia 3 13 45.174 162.07 846.711 4452.204

14 44.616 153.954 775.342 4541.82

15 47.071 155.182 830.19 4414.486

Promedio 48.813 149.736 751.683 4002.282

D.E. 3.394 8.656 53.724 467.268

CV.% 6.952 5.781 7.147 11.675
Criterio de CV.%< CV.%<15%
aceptacion 20%

Tabla 29. Resultados de la precisién interdia. El coeficiente de variacion para las muestras control y el limite
inferior de cuantificacion cumplen con el criterio de aceptacion, por lo que se concluyd que el método es
reproducible. D.E. = desviacién estandar. C.V.% = coeficiente de variacion.
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3.3.6.3. Exactitud
Para determinar la exactitud del método analitico se tiene que calcular el error
relativo o porcentaje de desviacion, el cual se refiere al grado de concordancia entre

la concentracion nominal y la concentracion obtenida.

En la tabla 30 se observa que el porcentaje de desviacion obtenido para las
muestras control y el limite inferior de cuantificacion (LIC) se encuentra dentro del
criterio de aceptacion. La concentracion recuperada debe encontrarse dentro del

+20% para el limite inferior de cuantificacion y del £15% para las muestras control.

Estos resultados indican que la cuantificacibn de una muestra con el método

analitico estara muy cerca del valor real.

Muestra LIC (50 ng/mL) | MCB MCM MCA MCD
(150 ng/mL) (750 ng/mL) (4000 ng/mL) (6000 ng/mL)
Concentracion 48.813 149.736 751.683 4002.283 5923.746
recuperada
promedio (ng/mL)
D.E. 3.163 8.575 50.644 438.657 105.502
C.V. (%) 6.426 5.727 6.737 10.960 1.781
% Desv. -1.568 -0.176 0.224 0.057 -1.271
Criterio de % Desv. dentro % Desv. dentro del + 15%
aceptacion del +20%

Tabla 30. Resultados de la evaluacion de la exactitud del método. La desviacion de la concentracion obtenida
de las muestras control y del limite inferior de cuantificacion, con respecto de la concentracién nominal, cumplié
con el criterio de aceptacion. D.E. = desviacion estandar. C.V.% = coeficiente de variacion. %Desv. = desviacion
con respecto de la concentraciéon nominal.

La ecuacion con la que se calculé el porcentaje de desviacidn se presenta a

continuacion:

Concentracion recuperada — Concentracion nominal

% Desv. = x 100%

Concentracion nominal

3.3.7. Estabilidad

3.3.7.1. Corto plazo

En la tabla 31 se muestran los resultados de la estabilidad de la muestra después
de 12 h de su preparacion y almacenamiento a 4°C. Estos resultados indican que
el analito se mantiene estable bajo estas condiciones al obtenerse una desviaciéon

absoluta de la concentracion menor al 15% establecida por la NOM-177-SSA1-
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2013. Sin embargo, se aconseja que las muestras se guarden en congelacion o

ultracongelacion para asegurar su integridad.

Muestra MCB (150 ng/mL) MCA (4000 ng/mL)
Concentracion 153.426 4038.283
recuperada promedio
(ng/mL)
% Desv. 2.28 0.96
Criterio de aceptacion % Desv. dentro del £15%

Tabla 31. Resultados de estabilidad de la muestra después de 12 h de su preparacion y almacenamiento a 4°C.
La integridad del analito se conservé al obtenerse un porcentaje de desviacion dentro del criterio de aceptacion.
%Desv. = desviacion con respecto de la concentracién nominal.

3.3.7.2. Largo plazo
El objetivo de evaluar la estabilidad a largo plazo es asegurarse que las muestras

se conservaran integras por un periodo similar o mayor al que durara el muestreo.

En la tabla 32 se presentan los resultados de la estabilidad de las muestras control
baja y alta después de 8 dias de su preparacion y almacenadas a -80°C. Se observa
gue la desviacién de la concentracién recuperada se encuentra dentro del £15%

permitido por la normatividad mexicana.

Es asi que se determin6 que la integridad de las muestras se conserva bajo las

condiciones de almacenamiento propuestas a largo plazo.

Muestra MCB (150 ng/mL) MCA (4000 ng/mL)
Concentracion 151.005 3978.002
recuperada promedio
(ng/mL)
% Desv. 0.67 -0.32
Criterio de aceptacion % Desv. dentro del +15%

Tabla 32. Resultados de estabilidad a los 8 dias de preparacion de las muestras y almacenamiento en
utracongelacion a -80°C. El analito se mantiene estable bajo estas condiciones de almacenamiento. %Desv. =
desviacion con respecto de la concentracién nominal.

3.3.7.3. Muestra procesada sin reconstituir
En la tabla 33 se muestran los resultados correspondientes a la estabilidad de

muestras procesadas hasta el extracto seco y que se almacenaron durante 24 h en

refrigeracion a 4°C.
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El porcentaje de desviacion para ambos niveles de concentracion se encontrd
dentro del +15% que la norma permite. Con esta prueba se determiné que las
muestras procesadas que no sean reconstituidas son estables bajo las condiciones

de almacenamiento propuestas y no sufriran una variacion significativa.

Muestra MCB (150 ng/mL) MCA (4000 ng/mL)
Concentracion 149.051 4067.718
recuperada promedio
(ng/mL)
% Desv. -0.63 1.69
Criterio de aceptacion % Desv. dentro del +15%

Tabla 33. Resultados de estabilidad de muestra procesada sin reconstituir. Las muestras en extracto seco se
almacenaron en refrigeracion durante 24 h. El porcentaje de desviacion para ambos niveles de concentracion
se encontrd dentro del criterio de aceptacion. %Desv. = desviacion con respecto de la concentracion nominal.

3.3.7.4. Muestra procesada reconstituida
La estabilidad de una muestra procesada y reconstituida da la certeza que, en caso
de procesar completamente la muestra y no inyectarla en el mismo dia, producira

los mismos resultados que si se analizara el mismo dia de su extraccion.

En la tabla 34 se observa que la desviacién de la concentracion para las muestras
control baja y alta se encuentran dentro del +15% permitido, por lo que es indistinto
si el analisis se efectia en el mismo dia o, por maximo, al dia siguiente del

procesamiento bajo las condiciones de almacenamiento propuestas.

Muestra MCB (150 ng/mL) MCA (4000 ng/mL)
Concentracion 150.344 3978.002
recuperada promedio
(ng/mL)
% Desv. 0.23 -0.55
Criterio de aceptacion % Desv. dentro del £15%

Tabla 34. Resultados para la muestra procesada reconstituida. Las muestras reconstituidas y almacenadas en
refrigeracion durante 24 h, en los viales para la inyeccién, presentaron un porcentaje de desviacion dentro del
criterio de aceptacion. %Desv. = desviacion con respecto de la concentracion nominal.

3.3.7.5. Ciclos de congelacion-descongelacion
En la tabla 35 se presentan los resultados para la estabilidad en ciclos de

congelacion-descongelacién con una duracion cada uno de 24 h. Se observa que la
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concentracion recuperada tiene un porcentaje de desviacion dentro del +15%, con

respecto de la concentracion nominal, y un coeficiente de variacion menor al 15%.

Con esta prueba se obtuvo que, en caso de que se requiera un reanalisis de alguna
de las muestras, la congelacion y descongelacion consecutivas no tendra

repercusion sobre la cuantificacion del analito.

Muestra MCB (150 ng/mL) MCA (4000 ng/mL)
Concentracion Ciclo 1 146.462 3865.276
recuperada Ciclo 2 145.385 3820.065
promedio Ciclo 3 150.698 3883.358
(ng/mL)
Concentracion recuperada 147.515 3856.233
promedio 3 ciclos (ng/mL)
D.E. 6.482 100.519
C.V. (%) 4.394 2.607
% Desv. -1.657 -3.59
Criterio de aceptacion e % Desv. dentro del £15%

e CV.%=<15%

Tabla 35. Resultados de la estabilidad en ciclos de congelacion-descongelacién. El coeficiente de variacion y el
porcentaje de desviaciéon para ambos niveles de concentracién cumplen con los criterios de aceptacion. D.E. =
desviacion estandar. C.V.% = coeficiente de variacién. %Desv. = desviacién con respecto de la concentracion
nominal.

3.3.7.6. Estabilidad en automuestreador
Esta prueba indica si el analito se mantiene estable bajo las condiciones del

automuestreador durante el tiempo de duracion de la corrida analitica.

En la tabla 36 se presentan los resultados después de someter las muestras a estas
condiciones durante 6 h, donde se observa que la concentracion recuperada para
ambas muestras control se encuentra dentro del criterio de aceptacion propuesto
por la NOM-177-SSA1-2013, la cual indica que debe encontrarse dentro del +15%

para que se considere un resultado satisfactorio.
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Muestra MCB (150 ng/mL) MCA (4000 ng/mL)
Concentracion 150.194 4004.323
recuperada
promedio (ng/mL)
% Desv. 0.129 0.108
Criterio de % Desv. dentro del +15%
aceptacion

Tabla 36. Resultados de la estabilidad en automuestreador. Las muestras se mantuvieron estables a
temperatura de 20°C durante 6 h, al obtenerse un porcentaje de desviacion dentro del establecido por el criterio
de aceptacion. %Desv. = desviacion con respecto de la concentracién nominal.

3.3.7.7. Estabilidad en solucién

Esta prueba se realiza para demostrar que el analito no sufre degradacion al cabo
de cierto tiempo de estar en solucion. En las tablas 37 y 38 se presentan los
resultados para la estabilidad de las soluciones MCB, MCA a los 30 dias, y para el
estandar interno a los 15 dias. Todas las soluciones se almacenaron en

refrigeracion a 4°C.

Se encontrd que las soluciones de teofilina no son estables al cabo de 30 dias, ya
que se obtuvo una desviacion de la respuesta mayor al 10% que se indica en la
NOM-177-SSA1-2013. Para el caso del estandar interno, se obtuvo que la
desviacién absoluta de la respuesta no fue mayor del 10%. Es asi que se determiné

gue todas las diluciones deben prepararse nuevamente después de 15 dias.

Muestra MCB (150 ng/mL) | MCA (4000 ng/mL)
Area promedio
Recién preparada 41157.724 86181.003
Almacenada por 30 6008.725 111729.503
dias
% Desv. 85.401 29.645
Criterio de % Desv. dentro del £10%
aceptacion

Tabla 37. Resultados de estabilidad en solucion para muestras control alta y baja. Después de 30 dias las
soluciones dejan de ser estables.

El aumento de la respuesta en la solucion MCA almacenada por 30 dias puede

deberse a la degradacion del analito por evaporacion del disolvente.

Debido a que la concentraciéon del estandar interno que se us6 durante el desarrollo
del método se modificd gracias a la prueba de curva de calibracion, el tiempo de

almacenamiento de esta solucion para esta prueba se redujo. Inicialmente, se tenia
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pensado en analizar el estandar interno en el mismo lapso que la teofilina. Sin
embargo, esto sirvié como indicativo de que la concentracion se modifico antes del

tiempo que se habia planeado.

Muestra El (4000 ng/mL)
Area promedio
Recién preparada 126561.190
Almacenada por 15 114502.229
dias
% Desv. -9.528
Criterio de % Desv. dentro del +10%
aceptacion

Tabla 38. Estabilidad en solucion para el estandar interno (etofilina) a la concentracion de trabajo (4000 ng/mL).
Después de 15 dias, el porcentaje de desviacion se encuentra en el limite permitido.

3.3.8. Recobro

La prueba de recobro o recuperacidén no se encuentra sefialada en la normatividad
mexicana, sin embargo, es una buena medida de la eficiencia de un método
analitico. La prueba se realiz6 de acuerdo con la guia de validacion de métodos
bioanaliticos de la FDA, donde se indica que el recobro no tiene que ser el 100%,

pero las muestras deben cumplir con los criterios de precisién y reproducibilidad.

En la tabla 39 se presentan los resultados de la prueba, en la que las muestras
cumplieron con los criterios antes sefialados al tener un C.V.% menor al 15%. El
recobro para los tres niveles de concentracion fue de aproximadamente el 6%, lo
que indica que gran parte del analito queda sin extraerse de la matriz bioldgica.
Estos resultados dan pauta a una optimizacion del método para mejorar el recobro,
a pesar de que las demas pruebas de validacién presentaron resultados

satisfactorios.
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MCB (150 ng/mL) MCM (750 ng/mL) MCA (4000 ng/mL)

Area en Area en Area en Area en Area en Area en

método sistema método sistema método sistema

3066.136 | 66359.141 | 3874.229 | 93105.336 8344.43 134168.391

3498.027 | 66440.297 | 3891.695 | 94389.461 | 10097.482 134616.766

3487.545 | 67131.063 | 3991.415 | 94664.539 8130.989 133692.406
Promedio area 3350.569 | 66643.500 | 3919.113 | 94053.112 8857.634 134159.188
% Recobro 5.028 4.167 6.602

Tabla 39. Resultados de la prueba de recobro. Las muestras cumplieron con la exactitud y precision para el
analisis. Los resultados indicaron que la eficiencia en la extraccion es baja.

3.3.9. Cuantificacion de teofilina en plasma de un voluntario sano

En la tabla 40 se presentan los resultados de la cuantificacion del analito a partir de
muestras sanguineas obtenidas de un voluntario sano en un estudio piloto de
farmacocinética, a quien se le administrd la nueva formulacion, con el objetivo de

retar el método validado.

Muestra Tiempo (h) Concentracion plasmatica
(ng/mL)
1 0 0
2 0.5 3826.74
3 0.75 2989.289
4 1 3223.274
5 1.5 2879.594
6 2 2512.38
7 3 2051.401
8 4 1844.88
9 6 1689.732
10 10 1214.283
1 24 NC*

Tabla 40. Resultados de la concentracion plasmatica de teofilina en el voluntario 1 utilizando el método
bioanalitico validado. *NC = no cuantificado. La muestra 11 tuvo respuesta por debajo del limite inferior de
cuantificacion.

Como se puede ver en la figura 26, se pudo construir el perfil farmacocinético de la
nueva formulacién de teofilina con el método validado. Se observa que esta alcanza
la Cmax al tiempo de 0.5 h y que la concentracion disminuye conforme pasa el

tiempo. También se observa que al tiempo de 1 h la concentracion vuelve a
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aumentar por una probable recirculacion enterohepética. La respuesta de la
muestra de las 24 h se encontr6 por debajo del limite inferior de cuantificacion, por

lo que no se pudo interpolar un valor para la cuantificacion.

De acuerdo con estos resultados, los tiempos de muestreo para el estudio clinico
se modificaran con el objetivo de perfilar mejor la farmacocinética de la nueva

formulacion, especialmente para la parte de la concentracibn maxima.

Concentracion (ng/mL)

v T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tiempo (h)
Figura 26. Perfil farmacocinético del voluntario 1. La Cmax obtenida fue de aproximadamente 4000 ng/mL y se

alcanzo al tiempo de 0.5 h. Se observé un aumento de la concentracion después de 1 h de la administracion
del medicamento.
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CONCLUSIONES



Conclusiones

No se logré desarrollar ni validar el método bioanalitico mediante deteccion con UV,
debido a una elevada cantidad de interferentes en los cromatogramas que impedian
el correcto andlisis de las respuestas. De esta manera se cambié la deteccion por

espectrometria de masas/masas.

Se desarroll6 y validé un método bioanalitico por cromatografia de liquidos de ultra
alta resolucion acoplada a un detector de masas/masas (UPLC-MS/MS) para la
cuantificacion de teofilina a partir de plasma humano de acuerdo con la NOM-177-
SSA1-2013 y la Guidance for Industry. Bioanalytical Method Validation de la FDA.

El método fue selectivo, lineal, exacto y preciso en el intervalo de concentraciones
de 50 a 5000 ng/mL.

Se determiné que la matriz hemolizada no sera sujeta a analisis al encontrarse que

esta presenta efecto de matriz.

Se evalué la estabilidad de la teofilina en plasma bajo condiciones de
almacenamiento, proceso y analisis. También, se evalué la estabilidad de
soluciones del analito y del estandar interno y se determiné que la preparacion de
las diluciones debe realizarse en un maximo de 15 dias, almacenandose en

refrigeracién a 4 °C.

Se determiné que las tarjetas de tamizaje neonatal (tarjetas Guthrie) no son un buen
soporte para la recoleccion de muestras que contengan teofilina, debido a que se
demostrd, tanto en UV como en MS/MS, que la respuesta analitica no variaba en
funcién de la concentracidon y que se presentaba una gran cantidad de interferentes

gue impedia la integracion de las sefales.

Se demostré que el plasma es la mejor matriz para la extraccion de la teofilina, pero
la metodologia requiere una optimizacion dado que los resultados del recobro son
bajos. Una vez optimizada, podria probarse nuevamente en tarjetas de tamizaje y

en muestra provenientes de raton.
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Se utiliz6 el método bioanalitico para perfilar la farmacocinética de una nueva
formulacion en solucion oral de teofilina en un voluntario sano de un estudio piloto,

retando la cuantificacion con esta metodologia ya validada.

Este método bioanalitico se puede emplear para cuantificar teofilina en el estudio

de evaluacion de perfil farmacocinético en voluntarios sanos.
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