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RESUMEN

La Tuberculosis (TB) es una de las 10 principales causas de mortalidad en el
mundo. En 2015, 10.4 millones de personas enfermaron de TB y 1.8 millones
murieron por esta enfermedad (entre ellos, 0.4 millones de personas con VIH), y
mas del 95 % de las muertes por TB se producen en paises de ingresos bajos y
medianos. En la actualidad ha surgido el reto de buscar nuevas, mejores y mas
eficaces opciones de tratamiento, que permita que los pacientes alcancen
concentraciones terapéuticamente efectivas, con el proposito de mejorar las
condiciones de la farmacoterapia, debido al desarrollo de farmacorresistencia
en el tratamiento de la TB con los tratamientos de primera linea de eleccion. La
manera de verificar que las concentraciones terapéuticas se alcancen, es a
través de la medicion de éstas; para ello, se implementan métodos analiticos
para la cuantificacion de farmacos, los cuales deben cumplir con estandares de
calidad que aseguren un correcto analisis y que los datos obtenidos sean
confiables. Esta confiabilidad la proporciona la validacién de las metodologias
analiticas; es decir, que se demuestre que el método establecido es lo
suficientemente fiable para producir un resultado, de tal forma que antes de ser
empleados de forma rutinaria en un laboratorio se asegure que los valores
obtenidos cumplen los requerimientos de confiabilidad y reproducibilidad. El
presente trabajo consta de una propuesta para validar un método analitico que
permita cuantificar in vitro CFZ en plasma de ratas Wistar, con la finalidad de
gue este método analitico pueda ser el soporte de proyectos de investigacion
tales como la evaluacion farmacocinética preclinica de nuevas formas
farmacéuticas orales a base de CFZ, bajo los lineamientos de la NOM-SSAL1-
177-2013. En conclusion el método analitico propuesto arroja resultados

confiables, exactos, precisos y reproducibles en el rango de 1-100 pg/mL.



I. INTRODUCCION
1.1. Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una infeccién bacteriana causada por un gérmen de tipo
bacilo llamado M. tuberculosis. La bacteria suele atacar los pulmones, pero
puede también dafar otras partes del cuerpo. La TB se contagia casi
exclusivamente a través de la inhalacion de particulas transmitidas por el aire
(aerosoles) que contienen M. tuberculosis y se dispersan sobre todo a través de
la tos, el canto y otras maniobras respiratorias realizadas con esfuerzo por
individuos con TB pulmonar activa y con esputo cargado de un ndamero
significativo de microorganismos (en general, los suficientes para que una
muestra sea positiva) (CCPE, 2016).

Las personas con lesiones pulmonares cavitarias son las responsables del
mayor numero de contagios, debido al alto numero de bacterias contenidas
dentro de la lesidon. Las particulas aerosolizadas (particulas de < 5 p de
diametro) que contienen bacilos tuberculosos pueden permanecer suspendidas
en las corrientes de aire ambiental durante horas, lo que aumenta el riesgo de
diseminacién. No obstante, una vez que las particulas se depositan sobre una
superficie, resulta dificil volver a suspender los microorganismos (p. €j., al barrer
el piso o sacudir ropa de cama) para que vuelvan a convertirse en particulas
respirables. Si bien estas acciones pueden volver a suspender las particulas de
polvo que contienen a los bacilos tuberculosos, son demasiado grandes para
alcanzar las superficies alveolares donde se inicia la infeccion. El contacto con
fomites (p. ej., superficies contaminadas, alimentos y respiradores personales)
no parecen facilitar la diseminacion (OMSGTTBM, 2016).

La capacidad de contagio de los pacientes con TB pulmonar activa no tratada es
muy variable. Ciertas cepas de M. tuberculosis son mas contagiosas, y los
pacientes con baciloscopia positiva son mas contagiosos que aquellos con

resultados positivos solo en el cultivo. Los pacientes con enfermedad cavitaria
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(que esta estrechamente relacionada con la carga de micobacterias en el esputo)

son mas contagiosos que los que no la presentan.

Los factores ambientales también son importantes. La transmision aumenta ante
la exposicidn frecuente o prolongada a pacientes no tratados que dispersan gran
cantidad de bacilos tuberculosos en espacios cerrados superpoblados y poco
ventilados; en consecuencia, los individuos que viven hacinados o en instituciones
presentan mayor riesgo. Los profesionales sanitarios que entran en contacto
estrecho con casos activos también tienen un riesgo mas alto de contagiarse. Por
lo tanto, las estimaciones de contagio varian ampliamente; algunos estudios
sugieren que so6lo 1 de cada 3 pacientes con TB pulmonar no tratada infecta
contactos estrechos; la OMS estima que cada paciente sin tratamiento puede
infectar entre 10 y 15 personas al afio. Sin embargo, la mayoria de las personas
infectadas no desarrolla la enfermedad activa.

La capacidad de contagio disminuye rapidamente una vez que se comienza un
tratamiento eficaz; los microorganismos son menos infecciosos, incluso si
persisten en el esputo, y la tos disminuye. Los estudios de los contactos familiares
indican que la transmisibilidad termina dentro de las 2 semanas siguientes a que

el paciente comienza un tratamiento eficaz.

En la TB pulmonar activa, incluso moderada o grave, los pacientes pueden no
presentar sintomas, salvo “no sentirse bien”, con anorexia, cansancio y pérdida de
peso, que aparecen gradualmente a lo largo de varias semanas, 0 pueden
aparecer sintomas mas especificos. La tos es muy frecuente. Al principio, la tos
puede ser poco productiva con esputo amarillo o verde, en general al levantarse a
la mafiana, pero puede tornarse mas productiva a medida que la enfermedad
avanza (OMSGTTBM, 2016).

La enfermedad de tuberculosis se puede tratar tomando varios medicamentos

durante un periodo de 6 a 9 meses. Los farmacos de primera linea contra la



tuberculosis, que componen los principales esquemas posoldgicos de tratamiento,

incluyen los siguientes:

e Isoniazida (INH)

« Rifampina (RIF)

« Etambutol (EMB)

e Pirazinamida (PZA)

Los esquemas posologicos para el tratamiento de la enfermedad de tuberculosis
tienen una fase inicial de 2 meses (ver Tabla 1), seguida de la fase de
continuacion en la que se eligen varias opciones de tratamiento, con una duracion
de 4 o 7 meses (para un total de 6 a 9 meses de tratamiento) (Alcaide Fernandez
de Vega, 2001).

La finalizacién del tratamiento se determina por la cantidad de dosis tomadas
durante un periodo determinado. Sin embargo los pacientes no siempre
responden al tratamiento adecuadamente debido a la resistencia bacteria que se
puede generar con el uso de los medicamentos de primera linea de eleccion
(OMSGTTBM, 2016).

La resistencia bacteriana es la pérdida de la sensibilidad de una bacteria a un
antibiotico al que originalmente era susceptible, adquiriendo asi la capacidad de
soportar los efectos de dicho farmaco, el cual esta destinado a eliminar o controlar
al microorganismo. Una bacteria se considera resistente a un determinado
antibiotico cuando la concentracion maxima de dicha sustancia, que se puede
alcanzar en el lugar de la infeccién no es suficiente para afectarle. Es decir que la
concentracion del antibiético en el punto de infeccién es inferior a la concentraciéon
minima inhibitoria necesaria para eliminar el germen, y debido a efectos
secundarios toxicos no es posible o aconsejable elevar la dosis. Por ello se
requiere de nuevas formulaciones que permitan disminuir la resistencia bacteriano
o bien proporcionar una alternativa terapéutica en 0s casos de resistencia
bacteriana (OMSGTTBM, 2016) (CENAPRECE, 2017).



Tabla 1. Esquemas posoldgicos para el tratamiento de tuberculosis.

Esquema posolégico preferido

Fase inicial
INH, RIF, PZA y EMB*: 56 dosis diarias (8 semanas)

Esquema posolégico alternativo

Fase inicial

INH, RIF, PZA y EMB*: 14 dosis diarias (2 semanas),

luego 12 dosis, dos veces a la semana (6 semanas)

Esquema posolégico alternativo

Fase inicial
INH, RIF, PZA y EMB*: 24 dosis, tres veces a la

semana (8 semanas)

Fase de continuacion
INH y RIF: 126 dosis diarias (18 semanas) 6 INH y
RIF: 36 dosis, dos veces a la semana (18 semanas)

Fase de continuacién
INH y RIF: 36 dosis, dos veces a la semana (18

semanas)

Fase de continuacién
INH y RIF: 54 dosis, tres veces a la semana (18

semanas)

(Field, Fisher, Jarand, & Cowie, 2016)

Desde hace algunos afios se ha considerado la nanotecnologia como fuente
importante en el uso de farmacoterapias ya que ésta es una herramienta que
permite mejorar las condiciones del farmaco en organismos vivos (Leopoldo,
2016).

Actualmente un grupo de investigacion de la Universidad Autonoma de Nuevo
Ledn, esta desarrollando diferentes formulaciones orales a base de nano
particulas, en las cuales se encapsula farmacos que son efectivos contra la TB,
en este caso especificamente clofazimina (CFZ); esto con la finalidad de proveer
una forma de entrega de farmaco mas Optima y con ello incrementar la
biodisponibilidad del farmaco en sangre a través de una mejora en la solubilidad
del mismo. A su vez, el Cuerpo Académico de Farmacia Clinica del Area
Académica de Farmacia de la Universidad Autbnoma del Estado de Hidalgo

(UAEH), apoya la investigacion en el desarrollo del proyecto con actividades



encaminadas a la evaluacién farmacocinética preclinica de estos nuevos

sistemas.

Como todo proceso de investigacion que involucra la cuantificacion de un
principio activo, existe la necesidad de contar con métodos analiticos precisos,
confiables y reproducibles (métodos analiticos validados), que permitan
cuantificar la sustancia de interés basandose en diferentes técnicas analiticas,

como la cromatografia de liquidos de alta resolucion (DOF, 2013).



ll. MARCO TEORICO
2.1. Tuberculosis como probleméatica actual

La Tuberculosis (TB) es una de las 10 principales causas de mortalidad en el
mundo. En 2015, 10.4 millones de personas enfermaron de TB y 1.8 millones
murieron por esta enfermedad (entre ellos, 0.4 millones de personas con VIH).
Méas del 95 % de las muertes por TB se producen en paises de ingresos bajos y
medianos (OMS, 2016). Seis paises acaparan el 60% de la mortalidad total;
encabeza esta triste lista la India, seguida de Indonesia, China, Nigeria,
Pakistan y Sudafrica. Se estima que en 2015 enfermaron de TB un millon de
nifios y que 170 000 nifios murieron debido a esta causa (sin incluir los nifios
con VIH). La TB es una de las causas principales de defuncién en las personas
VIH-positivas: en 2015, el 35% de las muertes asociadas al VIH se debieron a
la TB. En 2015 desarrollaron TB multirresistente (TB-MDR) unas 480 000
personas a nivel mundial (CENAPRECE, 2017).

En el afio 2012 se reporté en México una incidencia de 16.8 casos por cada 100
000 habitantes, que correspondio a 19 697 casos de TB notificados; de estos
casos 15 858 (81 %) fueron formas pulmonares, 17.8 % extrapulmonares y 1.5
% meningeas; 11 % de los casos fueron pediatricos (<19afos). La incidencia
tuvo grandes variaciones internas desde 4.0 en Tlaxcala a 58.5 casos por 100
mil habitantes en Baja California. Los estados con mayor incidencia
correspondieron a las rutas migratorias identificadas “sur-norte” del pais. En
este sentido, se tiene que en Hidalgo, en el 2014, se reportaron 156 casos, y en
2015 un total de 74 casos de TB (OMS, 2016).

Como ya se menciono, el tratamiento de primera linea de eleccion para
tuberculosis se base en cuatro farmacos que incluyen: INH, RIF, PZA y EMB,
sin embargo debido a la farmacorresistencia que se ha presentado en las
tltimas décadas se ha considerado a la CFZ como tratamiento alternativo de

segunda eleccion en los casos de farmacorresistencia a los tratamientos de
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primera linea de eleccion para tuberculosis. (Arraiz, Bermudez V, & Urdaneta ,
2005)

2.2. Clofazimina

La CFZ es un colorante de fenazina utilizado como agente antimicobacteriano y
antiinflamatorio. Es débilmente bactericida contra M. lepraey su actividad
antimicrobiana sélo puede demostrarse en las personas tras una exposicion
continua de unos 50 dias. Cuando se toma por via oral se absorbe bien y la
dosificacion intermitente es eficaz porque el farmaco se acumula en el tejido
adiposo y en las células del sistema reticulo endotelial. Se elimina con lentitud
por las heces, con una vida media de unos 70 dias. Por ahora, los casos de
resistencia a la CFZ son raros, cabe mencionar que también es eficaz contra M.
tuberculosis por ser de la misma familia que M. leprae. Actualmente se
considera util en el tratamiento de segunda eleccion contra la TB, asociandola a
diversos farmacos de primera eleccion, lo que favorece una mejor respuesta
farmacoterapéutica, en la Figura 1 se muestra la estructura quimica de la CFZ
(Duran & Correa, 2018).

El Nombre IUPAC de la CFZ es N,5-Bis(4-clorofenil)-3-(isopropilimino)-3,5-
dihidro-2-fenazinamina, su férmula molecular es C27H22N4CI2 y tiene una
masa molecular de 473,396 g/mol, su punto de ebullicién y fusion son 566,9 ° C
a 760 mmHg y 210-212 °C respectivamente, siendo su estado fisico

principalmente solido. (Duran & Correa, 2018)

2.3. Farmacodinamia de la clofazimina

El mecanismo de accion exacto de la CFZ se desconoce, se ha encontrado que
tiene un efecto lentamente bactericida sobre M. leprae, aparentemente, puede
unirse de manera preferencial al ADN micobacteriano e inhibe su produccién y
el crecimiento, la union se produce principalmente en secuencias de bases que
contienen guanina. Puede producir una inhibicion progresiva dependiendo de la

dosis, sin embargo, es posible que la administracion concomitante de dapsona
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antagonice estos efectos antiinflamatorios o inmunosupresores (Duran &

Correa, 2018).
Cl
<> HSCYCHB
N N

S
N N
H

Cl

Figura 1. Estructura quimica de la clofazimina.

2.4. Farmacocinética de la clofazimina

Dentro de la clasificacion biofarmacéutica, la clofazimina pertenece al grupo IV
(poco soluble, poco permeable). La via de administracion de la CFZ mas comun
es la oral, teniendo una absorcion del 45-62 %; los alimentos aumentan la
biodisponibilidad y la tasa de absorcién por lo que para su administracion se
recomienda ser acompafiada junto con alimentos o leche. Su metabolismo es
primordialmente hepético, y cabe sefialar que las concentraciones de CFZ
desaparecen rapidamente en el flujo sanguineo y comienzan a depositarse en
los tejidos del cuerpo donde es lentamente liberada. (Monedero & Caminero,
2016).

La CFZ es altamente lipofilica, por lo que se distribuye principalmente a los
tejidos grasos y al sistema reticulo endotelial, ademas se concentra y puede
cristalizar en los ganglios linfaticos mesentéricos, tejido adiposo, las glandulas
suprarrenales, el higado, los pulmones, la vesicula biliar, la bilis, el bazo, los

musculos, el intestino delgado, los huesos y la piel (Duran & Correa, 2018).



La via principal de excrecion de CFZ es como farmaco inalterado a través de
las heces, parte de esta excrecion es material no absorbido y el resto es
resultado de la excrecidn biliar. Pequefias cantidades también pueden
secretarse a traves del sebo, esputo y sudor. Tiene un tiempo de viva media
(t2) de 8-10 dias en unidosis y en dosis multiple de aproximadamente de 70
dias (Field, Fisher, Jarand, & Cowie, 2016).

2.5. Reacciones adversas de la clofazimina

La CFZ atraviesa la placenta. No se han realizado estudios adecuados y bien
controlados en humanos debido a que se desconoce un efecto teratdgeno,
aunque la piel de lactantes nacidos de madres que recibieron este tratamiento,
estaba profundamente pigmentada al nacer. Ademas se excreta en la leche
materna por lo que no se recomienda el uso en madres lactantes. Dentro de sus
reacciones adversas mas frecuentes se encuentra la coloracion cutanea,
ademas de dolor colico abdominal, diarrea, nauseas, vomitos, piel seca, aspera
0 escamosa, en raras ocasiones puede desencadenar Infarto esplénico,
obstruccion intestinal, hemorragia gastrointestinal, enteritis eosinofilica y muerte
después de sintomas abdominales graves, pérdida de visidn, ojos o piel
amarilla, heces sanguinolentas negras alquitranadas (hemorragia
gastrointestinal), depresion mental, (producto del color de la piel), mareos,
somnolencia y cambios en el sentido del gusto. La dosis de la CFZ varia
dependiendo la patologia a tratar, siendo la dosis usual de 50 a 100 mg una vez
al dia. No se recomiendan dosis superiores a 300 mg al dia (Duran & Correa,
2018).
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2.6. Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)

La cromatografia engloba a un conjunto de técnicas de analisis basadas en la
separacion de componentes de una mezcla y su posterior deteccion. Las
técnicas cromatograficas son muy variadas, pero en todas ellas hay una fase
movil que consiste en un fluido (gas, liquido, o fluido supercritico) que arrastra a
la muestra con un flujo constante de presion proporcionado por una bomba,
hasta llegar al punto donde es introducida la muestra. Siguiendo el flujo de
presion la lleva a una columna donde se encuentra la fase estacionaria que se
trata de un sélido o un liquido fijado en un solido. Los componentes de la
mezcla interactian de distinta forma con la fase estacionaria y con la fase mavil.
De este modo, los componentes atraviesan la fase estacionaria a distintas
velocidades y se van separando (W. Dong, 2016).

La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) por sus siglas en inglés
HPLC, pertenece al conjunto de técnicas utilizadas para separar los
componentes de una mezcla, como cualquier otro método cromatogréfico , es
una herramienta sumamente Gtil para el andlisis cuantitativo de mezclas de
sustancias. El rapido crecimiento que este método analitico ha experimentado
en las dltimas décadas, si bien se debe a diversos factores, se basa
fundamentalmente en la simplicidad con la cual se obtiene por CLAR resultados

cuantitativos.

Actualmente la CLAR es capaz de cuantificar tanto impurezas en muy bajas
concentraciones como macrocomponentes con niveles de precision de tan
bajos como 0.5 %, y aun menores. Como todo método de analisis cuantitativo
estd compuesto de diversos pasos, cada uno de los cuales debe estudiarse
apropiadamente (ver Figura 2). Estos son (Quattrocchi, Abelaira, & Laba, 1992)
(W. Dong, 2016):

e Muestreo
e Preparacion de la muestra
e Inyeccion de la muestra
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e Separacion cromatografica

e Deteccion

e Integracion de la sefal

e Calculo de la concentracion de analito

Reporte

Columna

Inyector

Bomba Detector Desechos

Figura 2. Fundamento de la CLAR (GITLJ, 2014).

2.7. Validacion de un método analitico

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece,
mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del
meétodo cumplen con los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas, en
otras palabras, es el proceso por el cual se demuestra que los procedimientos
analiticos son aptos para el uso indicado. Para ello se debe tomar en cuenta los
siguientes parametros: adecuabilidad, linealidad, repetibilidad, reproducibilidad,
robustez, exactitud, limite de deteccidon y cuantificacion (FEUM, 2014) (DOF,
2013) (CNQFBM, 2002).
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2.7.1 Adecuabilidad del sistema
Se define como la evaluacion de la aptitud del procedimiento a realizar,
tomando en cuenta las condiciones cromatograficas con las que se

determinara el proceso de deteccion del analito.

2.7.2 Linealidad
Es la capacidad del método analitico para obtener resultados
directamente proporcionales a la concentracién o cantidad del analito en
un rango definido. Se determina mediante el tratamiento matematico de
los resultados obtenidos en el analisis del analito a diferentes cantidades
0 concentraciones. La seleccién del rango y del niumero de puntos
experimentales esta estrictamente relacionado con la aplicacion del

método.

2.7.3 Repetibilidad
Refleja la precision de un método, cuando se desarrolla bajo las mismas
condiciones, utilizando la misma muestra, analizada por el mismo
analista, en el mismo laboratorio, con los mismos equipos y reactivos y

durante una misma sesion de trabajo en un periodo corto.

2.7.4 Reproducibilidad
Es la medida de la precision de los resultados de ensayos realizados
sobre la misma muestra homogénea, pero ejecutados por diferentes
analistas en dias diferentesy se expresa con los mismos parametros

matematicos que la repetibilidad.

2.7.5 Robustez
Es el grado de reproducibilidad de los resultados obtenidos mediante la
ejecucion del método sobre una misma muestra variando algunas
condiciones operacionales como, por ejemplo, diferentes laboratorios,

reactivos, analistas, equipos, temperaturas de ensayo, etcétera.
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2.7.6 Exactitud
Indica la capacidad del método analitico para obtener resultados lo mas

préximos posibles al valor verdadero.

2.7.7 Limite de deteccidén
Se define habitualmente como la cantidad o concentracion minima de
sustancia que puede ser detectada con fiabilidad por un método analitico

determinado.
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ll. JUSTIFICACION

En la actualidad ha surgido el reto de buscar nuevas, mejores y mas eficaces
opciones de tratamiento, que permita que los pacientes alcancen
concentraciones terapéuticamente efectivas, con el proposito de mejorar las
condiciones de la farmacoterapia, debido al desarrollo de farmacorresistencia
en el tratamiento de la TB con los tratamientos de primera linea de eleccion
(OMS, 2016).

La manera de verificar que las concentraciones terapéuticas se alcancen, es a
través de la medicién de éstas; para ello, se implementan métodos para la
cuantificacion de farmacos, los cuales deben cumplir con estandares de calidad
gue aseguren un correcto andlisis y que los datos obtenidos sean confiables.
Esta confiabilidad la proporciona la validacion de las metodologias analiticas; es
decir, que se demuestre que el método establecido es lo suficientemente fiable
para producir un resultado, de tal forma que antes de ser empleados de forma
rutinaria en un laboratorio se asegure que los valores obtenidos cumplen los
requerimientos de confiabilidad y reproducibilidad (CNQFBM, 2002).

El presente trabajo consta de una propuesta para validar un método analitico
gue permita cuantificar in vitro CFZ en plasma de ratas Wistar, con la finalidad
de que este método analitico pueda ser el soporte de proyectos de
investigacion tales como la evaluacion farmacocinética preclinica de nuevas
formas farmacéuticas orales a base de CFZ (Queiroz, Pereira, Gotardo,
Cordeiro, & Melchior, 2003).
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IV. HIPOTESIS

Si se valida un método analitico para cuantificar CFZ in vitro, entonces se
asegurara que los resultados, son confiables y reproducibles, lo que nos da
pauta a poder utilizar dicho método en futuros proyectos de investigacion para la

cuantificacién de CFZ.
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V. OBJETIVO GENERAL

Validar un método analitico por CLAR de acuerdo con la NORMA Oficial

Mexicana NOM-177-SSA1-2013, para cuantificar CFZ en plasma de rata (DOF,
2013).
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VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las condiciones cromatograficas para la validacion del
método analitico.

2. Estandarizar la metodologia para la obtencion de plasma de rata
Wistar a través de la guia de validacion de métodos analiticos del
Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biologos de México.

3. Determinar los parametros de desempefo: adecuabilidad del
sistema, linealidad, repetibilidad, reproducibilidad, robustez,
exactitud, limite de deteccion y cuantificacién, para la validacion del
método analitico, de acuerdo a la NORMA Oficial Mexicana NOM-
177-SSA1-2013.
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VIl.  METODOLOGIA

7.1. Condiciones cromatograficas del método analitico

7.1.1. Caracteristicas del equipo y reactivos

Se empled un cromatografo HITACHI® modelo L-6200 Intelligent Pump acoplado
a un detector UV/Vis modelo L-/7400 y a un horno para columna modelo L-7300.
Se utilizé una precolumna de 10 mm de largo (L) X 2.1 mm de diametro interno
(D) rellena de silice con un tamafio de particula de 5 um y una columna de la
marca Phenomenex® de 150 mm L X 4.6 mm DI rellena de silice inertsil 5u

ODS-2 con un tamafio de particula de 5 um.

El software que se utilizé para la recoleccion y procesamiento de la informacién
sera EZstar® Cromatography Data System 7.7 y una interfaz de Scientific
Software International® SS42X. Se utilizaron tubos de microcentrifuga
Eppendorf® y micropipetas automaticas Eppendorf Reference® previamente

calibradas, asi como puntas para pipeta automatica de la misma marca.
7.1.2. Preparacién de la solucion de referencia

Para la preparacion de la solucién de referencia utilizando CFZ de la marca
Sigma® de lote SLBB7964V, se pesaron 2.5 mg de CFZ (considerando la
pureza del reactivo), en una balanza analitica Precisa® 92SM-202 cuya precision
es de 0.1 mg previamente calibrada; y se disolvié en un matraz volumétrico de
25 mL, posteriormente se coloco en un bafio ultrasonico Branson® 3800 durante
aproximadamente 1 min, después se tomé 1 mL de esta solucién y se llevo al
aforo con plasma desnaturalizado de rata Wistar, a fin de obtener una muestra
con una concentracion final de 1000 pg/mL (Queiroz, Pereira, Gotardo, Cordeiro,
& Melchior, 2003).
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7.1.3. Determinacién de las condiciones cromatograficas

Con una jeringa Hamilton® se inyectaron 25 uL de CFZ en el cromatdgrafo con
la finalidad de encontrar el tiempo de retencion (Tr); se trabajo a una temperatura
controlada de 24°C, y la proporcion de fase movil y la velocidad de flujo mas
adecuadas se obtuvieron al presentarse un cromatograma con un pico gaussiano
sin sefiales de ruido y una linea base totalmente recta de acuerdo a esto se pudo
determinar las condiciones cromatograficas 6ptimas para poder trabajar (ver
Anexo 2). Se establecio una longitud de onda de trabajo de 286 nm de acuerdo
con la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos consultada para la
deteccion de CFZ (FEUM, 2014).

La fase movil utilizada fue Acetonitrilo (ACN): Acido fosférico (HsPO,) ajustado a

pH 2.9 M en proporciones 75:25 % respectivamente. (FEUM, 2014)
7.2. Estandarizacion de la obtencion de plasma de rata Wistar

Para la obtension de las muestras de plasma, se tomaron en consideracién las
medidas de seguridad e higiene, tanto en el laboratorio de biofarmacia como en
el bioterio del ICSA, y se cont6 con la autorizacion y supervision del Comité de
Bioética del Bioterio de la UAEH (ver Anexo 1). Se trabajé con 20 ratas macho
de la especie Wistar con un peso de 300 gramos + 10 gramos, las cuales
estuvieron en condiciones establecidas en cuanto a alimentacion, temperatura,
luz ,etc. (DOF, 2001) (UNAM, 2003) (Livexlab, 2013).

La extraccion de muestra se llevo a cabo mediante puncion cardiaca, de acuerdo
al siguiente procedimiento (DOF, 2001) (UNAM, 2003) (Livexlab, 2013):

a) Se coloco una torunda de algodén impregnada con éter etilico en una
camara transparente de forma cilindrica con tapa con capacidad de 2 litros, y
se coloco a la rata dentro del dispositivo a fin de anestesiarla.

b) Una vez anestesiada, se procedié a colocarla de cubito supino de tal

forma que se lograra palpar el ritmo cardiaco de ésta.
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C) Se procedié a utilizar una jeringa de 10 mlL/aguja 23 G y esta se
impregnd con heparina a una concentracion aproximada de 10 Ul por cada 10
mL de sangre a obtener, con la finalidad fin de que esta ultima disminuyera la
hemolisis de la muestra a obtener (1B, 2016).

d) Posteriormente se localizé la apdfisis xifoides del esternon y se pinché
lateralmente a ésta, en direccién craneoventral con un angulo de 30°
ejerciendo una pequefia presion negativa en la jeringa una vez introducida
hasta que salga sangre (ver Figura 3).

e) Se procedio a llenar la jeringa hasta los 10 mL, retrayendo el émbolo
lentamente.

f)  Se utilizd6 la camara de eutanasia para sacrificar al animal cuando se
completo la extraccion.

g) Las muestras de sangre obtenidas se vaciaron lentamente en tubos de
ensaye de vidrio, procurando que la sangre resbalara por la pared interna de
los mismos para evitar hemalisis.

h) Los tubos de ensaye se colocaron en una centrifuga Hettich® Rotofix a
3500 r.p.m. por 10 minutos.

i) A continuacion, se separé el sobrenadante obtenido y se depositoé en otro
tubo de ensaye para poder desnaturalizarlo.

)] Para la desnaturalizacion del plasma se agregd ACN en proporcion 1:1
con relacion al plasma obtenido.

k) Enseguida se agité la mezcla en un vortex Daigger® Vortex-Genie 2,
durante aproximadamente 5 minutos y se procedidé a centrifugar la mezcla a
4000 r.p.m. por 15 minutos mas.

) Una vez finalizado lo anterior, se separ6 el sobrenadante y se carg6 en
una jeringa de 10 mL, a esta Ultima se le colocé un filtro de jeringa Acrodisc®
(con poro de 0.2 um de diametro) para filtrar el plasma.

m) Finalmente se coloco el total del plasma desnaturalizado y filtrado en
frascos de vidrio con tapa hermética, y se almacené a — 70°C para ser

utilizado posteriormente.
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Figura 3. Esquematizacion de extraccion de sangre. (IB, 2016)

7.3. Metodologia para determinar los parametros de desempefio de

validacion del método analitico

2.7.8 Se utiliz6 un volumen de inyeccion de 25 uL, las muestras que se
prepararon a partir de SRef-CFZ, se agitaron en un vortex Daigger®
Vortex-Genie 2 a velocidad de 5 de agitacién durante un minuto antes de
ser inyectadas en el cromatégrafo. De acuerdo a la “Norma Oficial
Mexicana NOM-177-SSA1-2013“, se determinaron los siguientes
parametros de desempefio:

e Adecuabilidad del sistema
e Linealidad
¢ Repetibilidad
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e Reproducibilidad

e Robustez

e Exactitud

e Limite de deteccion

e Limite de cuantificacion

7.3.1. Adecuabilidad del sistema

A partir del SRef-CFZ preparado desde un inicio se tomaron alicuotas de 100 uL
por sextuplicado y se llevaron al aforo con plasma desnaturalizado de rata Wistar
a fin de obtener una concentracion de 100 ug/mL. Después se realizo la
inyeccion de las muestras en el cromatografo y se analizé el area bajo la curva
de cada una. Se calcul6 la media aritmética (X), la desviacion estandar (S) y el
coeficiente de variacion (%CV). Criterios de aceptacion: el valor del CV debera

ser < 2%.
7.3.2. Linealidad del sistema

A partir del SRef-CFZ preparado desde un inicio se depositaron alicuotas de
0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 y 200 uL de cada solucién por separado y se les
adicion6 999.5, 999, 995, 990, 975, 950, 900 y 800 uL de plasma
desnaturalizado de rata Wistar, para obtener muestras con una concentracion
final de 0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 y 200 pg/mL; después se realizé la
inyeccion de las 27 muestras en el cromatografo y se medié el area bajo la
curva de cada una. Se report6 la relacion concentracion vs. area bajo la curva
de la respuesta obtenida por las muestras, se determino la ecuacion de la recta
(y=mx+b) y se calculd el coeficiente de correlacion (r), el coeficiente de
determinacién (r?) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC (B1)).
Finalmente, para comprobar la linealidad entre las curvas se realizé un analisis
de varianza (ANOVA). Criterios de aceptacion: el valor de r debera ser 20.99, el

valor de r? debera ser 20.98 y valor del IC (B1) no debera incluir el cero.
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7.3.3. Linealidad del método

A partir del SRef-CFZ preparado desde un inicio se depositaron alicuotas de
0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 y 200 uL de cada solucion por separado y se les
adicion6 999.5, 999, 995, 990, 975, 950, 900 y 800 uL de plasma
desnaturalizado de rata Wistar para obtener muestras con una concentracion
final de 0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 y 200 pg/mL, después se realizé la
inyeccion de las 27 muestras en el cromatografo y se medié el area bajo la

curva de cada una.

Se determiné la cantidad recuperada de CFZ y se reporté la relacion
concentracion tedrica vs. concentracion recuperada se determind la ecuacion de
la recta y se calcul6 el r, y el r2. Criterios de aceptacion: el valor de r debera ser
>0.99, el valor de r* debera ser =0.98, el valor del IC (Bs1) debera incluir a la
unidad, el valor de IC (Bo) debera incluir al cero, el valor del CV y, debera ser <
2%, el IC (p) debera incluir el 100% y la media aritmética del porcentaje de
recobro debera estar en el intervalo 98-102%. Finalmente, para comprobar la
linealidad entre las curvas obtenidas se realiz6 un ANOVA.

7.3.4. Exactitud y repetibilidad del método

A partir del SRef-CFZ preparado desde un inicio se depositaron alicuotas de
100 pL de cada solucion por separado y se les adicion6 900 uL de plasma
desnaturalizado de rata Wistar para obtener una concentracion de 100 pg/mL;
después se realizo la inyeccion de las muestras en el cromatégrafo y se midié la
respuesta analitica de cada una. Se determinoé la cantidad recuperada de CFZy
el porcentaje de recobro, con este Ultimo se X, la S, el % CV y (IC (u)). Criterios
de aceptacion: el valor del % CV debera ser < 2%, el IC (u) debera incluir el

100% y la X del porcentaje de recobro debera estar en el intervalo 98-102 %.
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7.3.5. Precisiéon del método

A partir del SRef-CFZ preparado desde un inicio se depositaron alicuotas de 100
uL de cada solucion por separado y se les adiciond6 900 uL de plasma
desnaturalizado de rata Wistar para obtener una concentracién de 100 ug/mL,
después se realizé la inyeccion de las muestras en el cromatografo y se midié el
area bajo la curva de cada una. Las muestras se analizaron en dos dias
diferentes por dos analistas diferentes con los mismos instrumentos y equipos.
Se calculd la X, la Sy el % CV de todas las muestras analizadas por ambos
analistas en ambos dias. Criterios de aceptacién: el valor del CV debera ser <
2%.

7.3.6. Limite de deteccion y cuantificacion

A partir del SRef-CFZ preparado desde un inicio se depositaron alicuotas de 0.5,
1.0 y 2.0 uL de cada solucion por separado y se les adicion6 999.5, 999 y 998 uL
de plasma desnaturalizado de rata Wistar para obtener muestras con una
concentracion final de 0.5, 1.0 y 2.0 ug/mL, después se realiz la inyeccion de
las muestras en el cromatdgrafo y se midié la respuesta analitica de cada una.
Se reportd la concentracion vs. area bajo la curva. Criterios de aceptacion: el
valor de r debera ser 20.99, el valor de r? debera ser 20.98, el IC (B1) no debera

incluir el cero.
7.3.7. Robustez

A partir del SRef-CFZ preparado desde un inicio se depositaron alicuotas de 200
uL de cada solucion por separado y se les adiciond6 800 uL de plasma
desnaturalizado de rata Wistar para obtener una concentracion de 200 ug/mL,
después se realizo6 la inyeccion de las muestras en el cromatografo y se midio la
respuesta analitica de cada una a las condiciones cromatogréaficas determinadas

para el método y en seis condiciones cromatograficas que incluiran ligeras
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variaciones como la temperatura del horno de la columna, la velocidad de flujo, el

pH de la fase movil y la proporcion de los disolventes de la fase movil.

Se determind la cantidad recuperada de CFZ y el porcentaje de recobro, de este
altimo se calculd la X a la condicion normal del método, la X de cada condicion
diferente a la condicion normal y la diferencia absoluta de la media aritmética de
cada condicion respecto de la media aritmética de la condicion normal (Id; I).

Criterios de aceptacion: el valor de (Idil) debera ser < 2%.

7.3.8. Estabilidad

A partir del SRef-CFZ preparado desde un inicio se depositaron alicuotas de
100 pL de cada solucion por separado y se les adicion6 900 uL de plasma
desnaturalizado de rata Wistar para obtener una concentraciéon de 100 ug/mL,
posteriormente se sometieron a condiciones diferentes para determinar el pico

de concentracion de cada una de ellas.

Las condiciones a las que fueron sometidas fueron las siguientes:
a) Temperatura ambiente ambar.

b) Temperatura ambiente expuesta a la luz.

c) Temperatura ambiente expuesta a la luz y humedad.

Finalmente se calcul6 la media aritmética de los porcentajes de recobro de cada
analisis inicial y de cada condicion de almenaje, luego se calculé la diferencia

absoluta entre ambas. Criterios de aceptacion: el valor de (Idi 1) debera ser < 2%.
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VIlIl. RESULTADOS
8.1. Determinacion de las condiciones cromatograficas del método analitico

Las condiciones cromatogréficas establecidas para el método se muestran a
continuacion, asi como un cromatograma de la inyeccion de CFZ Sref. De 100

pg/mL (ver Figura 4) (Queiroz, Pereira, Gotardo, Cordeiro, & Melchior, 2003):

» Fase movil: ACN: H3PO, 0.1 M (ajustado a pH 2.9 con NaOH)
proporcién 75:25 viv.

Velocidad de Flujo: 1mL/min.

Temperatura del horno para columna: 24°C.

Longitud de onda: 286 nm.

Tiempo de retencién (Tr): 3.155 minutos.

Presion de la bomba: 2031 PSI.

YV V. V VYV V

H?tentiun Time
40 L0l

00 ] S

I =t

=

I 1 i 3 ¢ §
Wives

Figura 4. Cromatograma de la inyecciébn de 25 pL de CFZ Sref, a una
concentracion de 100 pg/mL.
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8.2. Resultados del plasma obtenido

Se obtuvo aproximadamente 180 mL de sangre total de 20 ratas, de la cual
una vez tratada y desnaturalizada se obtuvo aproximadamente 150 mL de

plasma.

8.3. Validacién de un método analitico por CLAR para la cuantificacion
de CFZ (ver Anexo 2)

8.3.1. Adecuabilidad del sistema

En Tabla 2 se muestra los picos de los cromatogramas registrados de cada
muestra de la concentracion de CFZ de una concentracion de 100 pg/mL. Se
determind la media aritmética, Sy % CV para el &rea y la altura de los mismos

picos.

Tabla 2. Adecuabilidad del sistema, concentracion de 100 pg/mL.

n AREA ALTURA Tr (minutos)
1 10202564 787045 3.08
2 10209831 776532 2.99
3 10202891 783251 3.02
4 10203526 788562 2,97
5 10208542 787045 2.99
6 10206542 784521 3.00
X 10205649.33 784492.66
S 3107.63 4347.48
CV % 0.03 0.55
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Se obtuvo un % CV de 0.03 % para el area 'y un CV de 0.55 % para la altura.
Por lo tanto y con base en los criterios establecido en la “Norma Oficial
Mexicana NOM-177-SSA1-2013” y la “Guia de validacion de métodos analiticos
del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México” se
demuestra la adecuabilidad del sistema (CNQFBM, 2002) (DOF, 2013).

8.3.2. Linealidad del sistema

La Tabla 3 Muestra los resultados con los picos de los cromatogramas obtenidos
a partir de cada muestra, contiene el valor de r, r* e IC, calculados para el area y

la altura de los mismos picos.

Tabla 3. Linealidad del sistema con 3 curvas de calibracion.

CONCENTRACION Tr
CURVA AREA ALTURA
pg/mL (minutos)
1 92225 14260 3.08
5 504128 48144 2.99
10 1010256 86521 3.02
1 25 2555034 189007 2.97
50 5062939 378014 2.99
75 7494408 567021 3.00
100 10202564 787045 3.07
1 92592 14270 3.10
5 504395 49923 2.99
10 1010523 83884 3.01
2 25 2555301 182607 2.96
50 5063206 365214 2.98
75 7494675 547821 3.02
100 10209831 776532 3.08
1 92552 14411 3.04
5 504455 49012 3.01
10 1010583 85652 3.03
3 25 2555361 188260 2.97
50 5063266 376521 2.97
75 7494735 564781 3.12
100 10202891 783251 3.01
r 0.9999 0.9993
r? 0.9998 0.9987
X 3846472.38 292959.57
S 3678195.138 276263.551
IC 95 % 1387398 104205
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La Tabla 4 muestra el ANOVA de la linealidad del sistema para el area, la Figura

5 se muestra la relacidbn concentracion vs. respuesta analitica para el area y la

altura, asi como el valor de la ecuacion de la recta respectiva.

De acuerdo a los criterios de aceptacion establecidos por la “Norma Oficial
Mexicana NOM-177-SSA1-2013” y la “Guia de validacion de métodos analiticos

del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México”, r es >

0.99, r* es > 0.98 e IC (B1) no incluye al cero. Por lo tanto se demuestra que el

sistema tiene linealidad.

Tabla 4. ANOVA de la linealidad del sistema para el area.

Grupos Cuenta

Curval 7

Curva 2 7

Curva 3 7
Origen de las Suma de
variaciones cuadrados
Entre grupos 6204994.40
Dentro de los 2 70E+14

grupos

Total 2.70E+14

Suma Promedio Varianza
26921554 3845936.28 1.50E+13
26930523 3847217.57 1.50E+13
26923843 3846263.28 1.50E+13

ANALISIS DE VARIANZA
Grados Promedio de
de los F Probabilidad
libertad cuadrados

2 3102497.20 2.06E-07 0.99

18 1.50E+13
20

Valor critico
para F

3.55
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Figura 5. Relacién concentraciéon de 1, 5,10, 25, 50, 75y 100 pg/mL de CFZ en
plasma vs. respuesta analitica para el area.

8.3.3. Linealidad del método

Para este parametro de desempefio, primero se determiné la cantidad de CFZ
recuperada y el porcentaje de recobro utilizando la ecuacion de la recta obtenida
en la relacién concentracion vs. area de los cuales se trabajo con la ecuacion de
la recta: y=1.0002x-0.0008, obteniendo asi un r’= 0.9998. En la Tabla 5 se
muestra el ANOVA de la linealidad del método para la cantidad recuperada y en

la Tabla 6, se muestra los resultados.

De acuerdo con los criterios establecidos por la “Norma Oficial Mexicana NOM-
177-SSA1-2013” y la “Guia de validacion de métodos analiticos del Colegio
Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México”, el valor de r debe ser

es > 0.99, el de r* > 0.98. En este estudio, el % del CV para la cantidad
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recuperada, resulté de 1.059 %, la media aritmética del porcentaje de recobro
fue de 99.99 % (se encuentra dentro del intervalo 98-102%). Por lo tanto se
demuestra que el método es lineal. En la Figura 6 se reporta la relacién de la
concentracion tedrica vs. la concentracion recuperada.

Tabla 5. ANOVA de la linealidad del método para la cantidad recuperada.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Curval 7 265.99 37.99 1461.63
Curva 2 7 266.08 38.01 1462.89
Curva 3 7 266.02 38.001 1461.47

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados Promedio Valor
Sumade de . .
las . delos F Probabilidad critico para
L cuadrados liberta
variaciones d cuadrados F
Entre
grupos 0.0006 2 0.0003 2.052E-07 0.99 3.55
Dentro de
los grupos 26316.02 18 1462.001
Total 26316.02 20
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Tabla 6. Resultados de la linealidad del método.

CONCENTRACION

CANTIDAD PORCENTAJE DE
CURVA AREA RECUPERADA CECUPERACION
(Hg/mL) (ng/mL)
(%)
1 92225 0.98 98.04
5 504128 5.04 100.85
1 10 1010256 10.03 100.34
25 2555034 25.27 101.08
50 5062939 50.00 100.00
75 7494408 73.98 98.64
100 10202564 100.69 100.69
1 92592 0.98 98.40
5 504395 5.05 100.90
10 1010523 10.04 100.37
2 25 2555301 25.27 101.09
50 5063206 50.00 100.01
75 7494675 73.98 98.65
100 10209831 100.76 100.76
1 92552 0.98 98.36
5 504455 5.05 100.92
10 1010583 10.04 100.37
3 25 2555361 25.27 101.09
50 5063266 50.01 100.01
75 7494735 73.98 98.65
100 10202891 100.69 100.69
X 99.99
S 1.05
CV% 1.05
r 0.9999
r 0.9999
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Figura 6. Relacion concentracion de CFZ tedrica vs. concentracion recuperada.

8.3.4. Exactitud y repetibilidad del método

Para el calculo de este parametros, se determiné la cantidad de CFZ
recuperada y el porcentaje de recobro utilizando la ecuacién de la recta
y=101398x-6854.3. En la Tabla 7 se muestra el andlisis realizado. De acuerdo
con los criterios de aceptacién establecidos en la “Norma Oficial Mexicana
NOM-177-SSA1-2013” se obtuvo en CV de 0.03% y un IC 95 % de 0.02 por lo

gue se demuestra que el método es exacto y repetible.
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Tabla 7. Resultados de la exactitud y repetibilidad del método a concentracién
de 100 pg/mL.

PORCENTAJE DE
RECUPERACION

n AREA CANTIDAD RECUPERADA (pg/mL) -
0

1 10202564 100.69 100.69
2 10209831 100.76 100.76
3 10202891 100.69 100.69
4 10203526 100.70 100.70
5 10208542 100.75 100.75
6 10206542 100.73 100.73
X 100.71

s 0.03

IC 95 % 0.02
IC (u)+ 100.74
IC (u)- 100.69

CV % 0.03

8.3.5. Precisi6on del método

En la Tabla 8 se muestra la X, la S y el CV calculados a partir de las areas de los
picos de los cromatogramas registrados, de las muestras analizadas por 2
analistas diferentes en 2 dias distintos con los mismos instrumentos y equipos.
De acuerdo al criterio de aceptacion establecido por la “Norma Oficial Mexicana
NOM-177-SSA1-2013” y la “Guia de validacion de métodos analiticos del Colegio
Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México”, se obtuvo un CV
>2% tanto para el area y la altura. Por lo tanto, se demuestra que el método es

preciso.
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Tabla 8. Registro de datos obtenidos por 2 analistas diferentes en 2 dias distintos
para determinar la precision del método a una concentracion de 100 pg/mL.

ANALISTA 1
n Area Altura Tr (min)
DIA1
1 10203799 118219 3.09
2 10211066 118202 3.00
3 10304126 118153 3.03
X 10239664 118191.33
S 55944.13 34.26
% CV 0.54 0.02
DIA 2
1 10204761 118039 3.09
2 10209777 118275 3.11
3 10207777 118263 3.00
X 10207438 118192.33
S 2525.09 132.92
% CV 0.02 0.11
ANALISTA 2
n Area Altura Tr (min)
DIA1
1 10203322 118132 2.99
2 10230589 118115 3.01
3 10309649 118066 3.01
X 10247853.30 118104.33
S 55225.90 34.26
% CV 0.53 0.02
DIA 2
1 10314284 117952 3.02
2 10219300 118188 2.97
3 10207300 118176 2.99
X 10246961.30 118105.33
S 58611.05 132.92
% CV 0.57 0.11
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8.3.6. Limite de deteccidn y cuantificacion

Los limites de Deteccion (LD) y Cuantificacion (LC) se calcularon mediante el
método de desviacion estandar de la regresion. En la Tabla 9 se muestra el
andlisis realizado con el area de los picos registrados; se reportd la relacion
concentracion vs. area y se determind la ecuacion de la recta (ver Figura 7). De
acuerdo a los criterios de aceptacion establecidos en la “Norma Oficial Mexicana
NOM-177-SSA1-2013”y la “Guia de validacién de métodos analiticos del Colegio
Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México”, el valor de r debera
ser > 0.99 y el valor de r? es > 0.98, en los resultados obtenidos el valor de r fue
0.9999, y el valor r* fue de 0.9998. Por lo tanto, existe linealidad en los

resultados.
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Tabla 9. Resultados para determinar el Limite de deteccion y Limite de
cuantificacion del método, con concentraciones de 0.5, 1, y 2 ug/mL.

n Concentracion Area Altura S CV %
(ug/mL)
1 0.5 7440 6076 33.60 0.45
2 0.5 7402 5970
3 0.5 7469 6069
4 1 14126 1176 41.78 0.29
5 1 14204 1170
6 1 14139 1169
7 2 28815 2352 43.73 0.15
8 2 28808 2341
9 2 28887 2338
X
0.5 7437.00
14156.30
2 28836.70
S 10943.85
2 50430.00
r 0.9999
ré 0.9998
Ecuacion y = 14116x+282.41
Pendiente 14325.57
Ordenada al origen 96.83
Y2 XY
55308969 3718.5
200401773.40 14156.33
831553344.40 57673.33
> 1087264087 75548.16
S para y/x 1834.57
LD=(3.3* Syx )/ m (ug/mL) 0.42
LC=(10* Syx )/ m (pg/mL) 1.28
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Figura 7. Relacion concentracion de CFZ de 0.5, 1 y 2 pug/mL vs. respuesta
analitica del Limite de deteccion y Limite de cuantificacion.

8.3.7. Robustez

En la Tabla 10 se muestran los picos de los cromatogramas obtenidos a partir de
tres muestras analizadas bajo las condiciones cromatograficas establecidas,
para la determinacion de este parametro, se utilizaron sistemas a una
concentracion de 200 pg/mL de CFZ; asimismo, se muestran de manera general
los resultados para calculo del porcentaje de recobro realizado en seis
condiciones cromatogréaficas diferentes a la condicion normal del método (Ver
Anexo 3).

De acuerdo con los criterios de aceptacion establecidos, el valor de |d,| es < 2%
en cinco de seis condiciones cromatograficas, demostrandose que el método es
robusto; sin embargo, a una temperatura mayor a 24°C el método pierde
robustez, de igual manera ocurre a un pH mayor a 3 y menor a 2. En la Figura 8

se presentan los cromatogramas obtenidos para el calculo de la robustez.
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Tabla 10. Resultados de la robustez del método Concentracién 200 (ug/mL).

Concentracién Porcentaje
Condicion Area recuperada de recobro
(ng/mL) (%)
Normal 2831642 199.69 99.85
Normal 2831124 199.66 99.83
Normal 2831521 199.68 99.84
Fase movil 70:30 |d1] 2853000 201.20 100.60
Fase movil 70:30 |d1| 2852614 201.17 100.59
Fase movil 70:30 |d1] 2851542 201.10 100.55
Fase movil 65:35 |d2| 2866878 202.18 101.09
Fase movil 65:35 |d2| 2859622 201.67 100.83
Fase movil 65:35 |d2] 2860254 201.71 100.85
pH 3.5 |d3| 2816082 198.59 99.30
pH 3.5 [d3| 2799687 197.44 98.72
pH 3.5 |d3| 2797652 197.29 98.65
pH 2 |d4] 2783524 196.30 98.15
pH 2 |d4| 2786524 196.51 98.26
pH 2 |d4| 2785421 196.43 98.22
T 26°C |d5] 2693524 189.95 94.98
T 26°C |d5| 2696524 190.16 95.08
T 26°C |d5| 2695421 190.09 95.04
T 16°C |d6] 2865214 202.06 101.03
T 16°C |d6] 2824512 199.19 99.59
T 16°C |d6| 2854215 201.28 100.64
X normal 99.8384
X Fase movil 70:30 |d1] 100.57 |d1] (%) 0.73
X Fase movil 65:35 [d2| 100.92 [d2] (%) 1.08
X pH 3.5 [d3] 98.88 |d3] (%) 0.95
X pH 2 |d4| 98.20 |d4] (%) 1.63
X T 26°C |d5| 95.03 |d5]| (%) 4.80
X T 16°C |d6| 100.42 |d6] (%) 0.58
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Figura 8. Cromatogramas que muestran los diferentes picos, en condiciones

diferentes de la muestra: a) condicion normal 75:25, b) Fase mévil 70:30, c) pH
2,d) T 26°C.
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8.3.8. Estabilidad analitica de la muestra

En la Figura 9 se muestran los cromatogramas obtenidos en las diferentes
condiciones de almacenaje de CFZ para determinar la estabilidad de esta.
Para la determinacién de este parametro, se analizaron muestras a una
concentracion de 10 pg/mL, en 3 condiciones diferentes. En la Tabla 11 se

muestra los resultados.
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Figura 9. Cromatogramas que muestran los diferentes picos, reportando el pico
alcanzado a las 12 h, en condiciones diferentes de la muestra: a) Temperatura
ambiente ambar, b) Temperatura ambiente expuesta a la luz, ¢) Temperatura
ambiente expuesta a la luz y humedad.
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Tabla 11. Resultados de la estabilidad de CFZ con respecto al tiempo (horas),
concentracion de 10 pg/mL.

h n Area Promedio Porcentaje de recobro (%)
1 1010523
0.1 2 1010256 1010454
3 1010583
Temperatura ambiente ambar
2 1 659023 65.21
2 658666 660507.66 65.17
3 663834 65.68
6 1 279511 27 65
2 279333 280253.66 27.64
3 281917 27.89
12 1 105595 10.44
2 105490 106031.66 10.43
3 107010 10.58
Temperatura ambiente expuesta a luz
2 1 71021 7.02
2 71095 71086.33 7.03
3 71143 7.03
6 1 30510 3.01
2 30547 30542.66 3.02
3 30571 3.02
12 1 12065 1.19
2 12087 12084.33 1.19
3 12101 1.19
Temperatura ambiente expuesta a luz y humedad
2 1 7114 0.70
2 7250 7259 0.72
3 7413 0.73
6 1 3057 0.30
2 3125 3129.33 0.31
3 3206 0.32
12 1 1210 0.12
2 1250 1252.66 0.12
3 1298 0.13
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IX. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Se comprobé que el método cuenta con linealidad, exactitud, repetibilidad,
precision y robustez, al cumplir con los parametros de validacién de métodos de
acuerdo a la “Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013. La precision del
meétodo debe ser ejecutada con maxima minuciosidad debido a que la inyeccién
es manual, las diferencias en cuanto a los tiempos de inyeccién de cada analista

afectan significativamente en los resultados obtenidos.

Para la determinacion de las condiciones cromatograficas se probaron diferentes
tipos de columnas, de fases moviles, temperatura, pH y velocidad de flujo
(Anexo 3), para asi poder seleccionar las condiciones cromatogréficas
adecuadas para cuantificar el farmaco. En la Figura 4 se muestra el pico de un
cromatograma obtenido a partir de la inyeccion de 25 uL de SRef-CFZ a una
concentracion de 100 pg/mL, en las condiciones mas optimas. El Tr obtenido,
presentado por la CFZ bajo las condiciones cromatograficas establecidas, fue de
3.155 min y el valor promedio de las areas de los picos, fue de 10205649. Tras la
realizacion de diversos ensayos, se determind utilizar una velocidad de flujo de 1
mL/min, ya que se observo, que si se incrementaba flujo, también se
incrementaba considerablemente la presién de la bomba y la simetria de los
picos obtenidos.

Tras la extraccion del plasma, se obtuvo un volumen de 180 mL, y una vez
tratado y desnaturalizado se obtuvo una recuperacion de 150 mL lo que

representd el 83.33 % del volumen total.

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos para la adecuabilidad del
sistema, se tomé en cuenta el resultado del area de 6 picos; el valor del % CV
calculado fue de 0.03 % para el area, y de acuerdo con el criterio de aceptacion,
demostré ser < 2 %, por lo que se demuestra la adecuabilidad del sistema.
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La linealidad del sistema se comprobd mediante los resultados de 3 curvas
realizadas con 7 puntos diferentes, que se muestran en Tabla 3. Se analiz6 la
respuesta analitica de cada muestra, tanto para el area como para la altura, y se
decidid, que la cuantificacion de CFZ con respecto al area del pico, resultaba en
una mejor linealidad, comparado con a la altura; debido a esto, se decidio
realizar los analisis en relacion al area de los picos de las muestras, teniendo en
cuenta nuestros criterios de aceptacion en donde el valor de r obtenido fue de
0.9999, el valor de r* fue de 0.9998, se demuestra que el método es lineal,
ademas de que el ANOVA (Tabla 6), demostr6 que el valor de F calculado es
menor que el valor critico para F, por lo que la varianza entre las medias

poblacionales son muy similares.

En cuanto a la linealidad del método, los resultados se muestran en la Tabla 6.
Se indica que el valor de r obtenido fue de 0.9999, el valor de r* de 0.9999, y
qgue el porcentaje de recobro esta dentro de un rango de 98-102%, con esto se
demuestra la linealidad del método, ademas el ANOVA presentado en la Tabla 5
muestra que el valor de F calculado es menor al valor critico para F, por lo que

no existe variacion significativa entre las medias poblacionales.

Los resultados del calculo de la exactitud y repetibilidad del método se muestran
en la Tabla 7, teniendo en cuenta los criterios de aceptacién, en donde el valor
del % CV fue de 0.03, el valor de IC (p)+ fue 100.74 y para IC (u)- de 100.69; se
demuestra que el porcentaje de recobro entra en el rango de 98-102 %, por lo

gue el método es exacto y repetible.

Para la precision del método, se muestran los resultados en la Tabla 8, en donde
el resultado del % CV de los Analista 1 y 2 fueron de 0.53 y 0.57
respectivamente; con esto se demuestra que el método es preciso. En la Tabla 9
se muestran los resultados del limite de deteccion y cuantificacion, teniendo en
cuenta el valor de r debera de 0.9999, y el valor de r* de 0.9998, se aceptan los
datos obtenidos para el limite de deteccion y cuantificacion, de 0.4 ugy 1.28 ug

respectivamente. En este sentido, es necesario indicar, que concentraciones
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menores a 1 pg/mL dan origen a picos cromatograficos que dificultan un poco, la
integracion de los mismos, no obstante, se pueden reproducir y analizar

estadisticamente.

En la Tabla 10 se muestra la robustez del método a partir de la cuantificacion de
CFZ en condiciones diferentes. De acuerdo con los criterios de aceptacion, el
valor de (Idi 1) debera ser < 2%, nuestros resultados muestran que por lo menos
en 5 condiciones diferentes, se obtiene un valor de Idil menor al 2 %, por lo que
se demostré que el método es robusto. Para este andlisis se debe ser muy
metddico respecto a la forma y velocidad de inyeccion, pero sobre todo, en
cuanto a la precision al momento de la preparacion de las muestras y la
conservacion de las mismas, ya que cualquier variacion de éstas, modifica

considerablemente la cuantificaciéon de CFZ.

Los resultados de la estabilidad se muestran en la Tabla 11, en donde podemos
observar los datos obtenidos al cambiar las condiciones cromatograficas, durante
los ensayos; se pudo determinar que el pH es una variable importante a
considerar, ya que se observé que a medida que el pH disminuia, el pico se
coleaba y se comprometia la simetria del mismo, afectando el area de éste; por
otro lado, si la temperatura aumentaba, los picos ademas de aparecer coleados,
también se afectaba su altura. Se sabe, que tanto el pH como la temperatura,
son 2 factores claves en la realizacion de ensayos cromatograficos. A partir de
estas observaciones, se definié que durante la inyeccién de las muestras, estas
debian mantenerse en recipientes con hielo y a pH de 2.9. Se observé que las
muestras no son estables a temperatura ambiente, pues al cabo de 2 horas la
concentracion de CFZ desciende considerablemente; asimismo, se observo que
las muestras son fotosensibles, ya que el area y simetria de los picos de los
cromatogramas, evidencian una disminucién en la concentracion de CFZ en las

muestras.
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X. CONCLUSIONES

Se optimizé un método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucién
para cuantificar CFZ en plasma de rata, el cual es rapido y sencillo. El método se
validé con base en la “Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013”. El método
demostré ser lineal, preciso y exacto en el rango de 1-100 pg/mL y con una
recuperacion del farmaco en plasma de 99.99 % en promedio. Se demostroé que
las muestras de plasma con CFZ son estables a un pH de 2.9 y a una

temperatura de 24 °C, en un lapso no mayor a dos horas. (Ver Anexo 4).
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Anexo 1. Autorizacion del protocolo del comité de ética del bioterio

DGSA- BIOTERIO
CIECUAL

£ ;
'%4) UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

FORMATO DE SOLICITUD AL CIECUAL

Subdireccion, Departamento o area de trabajo: Area Académica de Farmacia

Responsable del Proyecto: M en C Alejandro Chehue Romero
E mail: chehue_alex@yahoo.com
Teléfono y/o fax: (771)7172000, ext. 5106

Fecha de solicitud:
22/11/2016

Titulo del Proyecto: Analisis Farmacocinética de la Clofazimina en ratas después de su administracién oral en

nanoparticulas.

Antecedentes nacionales o Internacionales del Experimento:

La clofazimina (CFZ) es un farmaco de segunda linea que se utiliza en el
tratamiento de la tuberculosis resistente a los farmacos de primera linea o
como alternativa en situaciones clinicas aisladas y se administra como formas
farmacéuticas sdlidas de liberacidon inmediata en combinacidn con otros
farmacos, a dosis fijas [1,2].

A nivel mundial, la aparicion de cepas multirresistentes de M. tuberculosis es un
problema creciente que afecta negativamente a la atencién del paciente y a la
salud publica, por lo que la CFZ esta cobrando importancia para su uso en el
tratamiento de esta enfermedad.

La CFZ es un farmaco practicamente insoluble en agua, altamente lipofilico, en
humanos, presenta un tiempo de vida media de aproximadamente 70 dias
cuando ha sido administrada en dosis multiples; en ratas, después de una dosis
Unica, el ty; es de aproximadamente 10 dias. Presenta una biodisponibilidad
variable (45-62%) [3].

En los ultimos afios se han desarrollado estudios que permiten obtener
sistemas de liberacion controlada (nanoparticulas, microparticulas), muchos de
ellos de administracion oral, que ofrecen ventajas respecto a las formulaciones
convencionales [2]; para el caso de la CFZ, se ha encontrado que el uso de estas
innovadoras formulaciones favorece el incremento de la absorcidon del farmaco,
elevando asi su biodisponibilidad [4].

Una vez que se desarrolla la formulacién, se procede a estudiar el
comportamiento cinético del farmaco después de la administracién de esa
nueva formulacion, mediante estudios preclinicos a través de los cuales se
realiza la determinacién de los pardmetros farmacocinéticos (F, ti;, CL, Vd)
para los que se requiere de un estricto y amplio muestreo que permita la
construccion de perfiles concentracién vs. tiempo.

En este sentido, es de esperarse que se tenga la necesidad de contar con
métodos analiticos confiables. A la fecha, se han publicado pocos estudios
para llevar a cabo el analisis y cuantificacion de CFZ en modelos animales [5].

Objetivos:

Objetivo general

Caracterizar la farma-
cocinética de la CFZ después
de su administraciéon en una
nueva formulacidon en nano-
particulas.

Objetivos particulares

1. Desarrollar y validar el
método analitico para
cuantificar CFZ en
nanoparticulas en plasma de
raton.

2. Construir el perfil
concentracién de CFZ en
plasma vs.. Tiempo.

3. Determinar los parametros
farmacocinéticos de la CFZ en
nanoparticulas en un modelo
animal.
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Para alcanzar el objetivo general de este estudio, se partird del método
cromatografico propuesto por Krishnany Abraham [6], ajustando, modificando
y validando el método analitico para cuantificar nanoparticulas de CFZ en
plasma de ratdn, para posteriormente construir el perfil farmacocinético de
concentracion de CFZ en plasma vs. tiempo, y de este modo determinar los
pardmetros farmacocinéticos de la CFZ en nanoparticulas en un modelo animal.
Asimismo, dado la naturaleza lipofilica del farmaco y la disminucién del tamafiio
de particula y debido a que se trata del uso de una formulacién totalmente
innovadora, se cuantificara la cantidad depositada en érganos y tejido.

Referencias.

1. Reddy VM1, O'Sullivan JF, Gangadharam PR. Antimycobacterial
activities of riminophenazines. J Antimicrob Chemother. 1999;43(5):615-
23.

2. Pandey R1, Khuller GK. Nanotechnology based drug delivery system(s)
for the management of tuberculosis. Indian J Exp Biol. 2006;44(5):357-
66.

3. Cholo MC, Steel HC, Fourie PB, et al. Clofazimine: current status and
future prospects. J Antimicrob Chemother. 2012;67(2):290-8.

4. Verma RK, Germishuizen WA, Motheo MP, et al. Inhaled microparticles
containing clofazimine are efficacious in treatment of experimental
tuberculosis in mice. Antimicrob Agents Chemother. 2013;57(2):1050-2.

5. Borner K, Hartwig H, Leitzke S, et al. HPLC determination of
clofazimine in tissues and serum of mice after intravenous administration
of nanocrystalline or liposomal formulations. Int J Antimicrob Agents.
1999;11(1):75-9.

6. Krishnan TR, Abraham I. A rapid and sensitive high performance liquid
chromatographic analysis of clofazimine in plasma. [Int J Lepr Other
Mycobact Dis. 1992;60(4):549-55.

Materiales y Métodos del ensayo:

Desarrollo de la metodologia analitica. Se debera obtener plasma de ratdn libre
de farmaco, para establecer las condiciones cromatograficas, desarrollar y
validar el método analitico acorde a las condiciones de trabajo.

Para establecer todas las condiciones de validacidon del método, se utilizaran 50
ratones, los cuales primeramente seran anestesiados con éter, y mediante
puncién cardiaca se les extraeran TODA LA SANGRE 3 mL de sangre.
Posteriormente seran sacrificados en camara de CO, y se recolectaran
pulmones, higado y tejido.

Para la caracterizacién Farmacocinética, se extraeran aproximadamente 3 mL
de sangre por el método de puncién cardiaca.

Administrando una dosis Unica de clofazimina estandar por via oral a una dosis
de 20 mg/Kg los tiempos de muestreo propuesto son: 0, 0.15, 0.5, 1, 2, 4, 7, 24,
48, 72 y 96 h. Para la construccion de los perfiles concentracidn vs. tiempo, se
utilizardn 3 animales para cada tiempo de muestreo (11 tiempos de muestreo
son 33 animales).

Administrando una dosis unica de clofazimina nanoencapsulada a una dosis

Especie: Cantidad:
CD1 134
Linea: Sexo:
MACHO
Categoria: Edad:
6-8 semanas
Peso: Fecha de
18a208g. Inicio:
06 /02/ 2017
Fecha de

Continuacion

06/03/2016
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de 20 mg/Kg los tiempos de muestreo propuestos son: 0, 1, 3, 6, 12, 24 h, 2,
5,7, 10, 12 dias, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 y 5 semanas.

17 tiempos de muestreo 3 ratones por tiempo 51 ratones.

Una vez extraidas las muestras de sangre, los animales seran sacrificados en
camara de CO,y se recolectaran pulmones, higado y tejido.

Los tubos que contengan la sangre para la obtencion del plasma, se
centrifugaran a 3500 RPM durante 10 minutos y se almacenaran almacenar a -
70°C hasta el dia del andlisis.

Método estadistico u otro empleado para el calculo del niumero de animales que utilizara:
Se considera el nimero de 3 ratones a utilizar por cada tiempo de muestreo y en funcion del tiempo de Toa T, h. Se
realiza una prueba de Ji cuadrada para establecer las variables independientes y dependientes al azar y analisis de
varianza considerando el promedio de la media aritmética, en un modelo de bloques al azar.

CLINICA S N Frecuencia en que necesitara los datos NUTRICION
I 0]

Signos Vitales X Dieta normal

Peso X Cada 3 dias horari 2 PM
o

Consumo de Agua X Cada 3 dias cantid Ad libitum
ad

Consumo Alimento X Cada 3 dias Observaciones:

Jaula Metabdlica X

Resumen Clinico X

conductual

Condiciones ambientales Frecuencia en que necesitara los datos

Temperatura X Ambiente Diariamente

Humedad Relativa X

Cambios de Aire X

lluminacién X Diariamente

Observaciones:
PROCEDIMIENTOS QUE UTILIZARA

PROCEDIMIENTO S N Frecuencia Observaciones
I 0]
Inmunizacion X
Administracion de X Una sola aplicacion A los ratones se les

medicamentos

administrara una dosis Unica
de farmaco (CFZ estandary

CFZ nanoencapsulada) por via
oral y se extraeran 3 mL de
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sangre a cada tiempo de
muestreo. Posteriormente se
sacrificaran sacrificados en
camara de CO,.

Inoculacién de agentes X
bioldgicos
Sustancias peligrosas X
Cirugia X
Obtencién de muestras X A partir de un ratén, se obtendra
una sola muestra de sangre a un
solo tiempo de muestreo,
posteriormente seran sacrificados
en camara de CO, y se recolectaran
pulmones, higado y tejido.
Obtencidén de tejidos X
Seleccion del Punto X Criterios para su definicion: Cuando se observen signos evidentes de
Final dolor y/o sufrimiento durante la manipulacion de los ratones, se
procedera a aplicar la eutanasia a cualquiera de los animales utilizados
en el experimento usando la cdmara de CO,.
Eutanasia X Método: Al final del experimento los animales serdn sacrificados en

camara de CO,.

FECHA RESULTADO S N

OBSERVACIONES

Aprobado

Negado

Propuesta
de Cambios

INVESTIGADOR

M. en C. Alejandro Chehue Romero

PRESIDENTE DEL CIECUAL

Dr. Héctor Ponce Monter

DIRECTOR BIOTERIO

Ing. Daniel Ramirez Rico
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Anexo 2. Férmulas ocupadas en el analisis estadistico.

SUMATORIA DE X

SUMATORIA DE Y

SUMATORIA DE X2

SUMATORIA DE Y?

SUMATORIA DE XY

NUMERO DE EVENTOS

MEDIA ARITMETICA

DESVIACION ESTANDAR

DESVIACION ESTANDAR DE LA
REGRESION

COEFICIENTE DE VARIACION

COEFICIENTE DE VARIACION DE
REGRESION

PENDIENTE

ORDENADA AL ORIGEN

COEFICIENTE DE CORRELACION

X

zY

X2

XY

Zy/n
Zx/n

S= ((n (£x9)- (£x)%)/ (n/n-1))*?

Syix = ((Zy*-mExy-bZy)/n-2)"?

CV= (S/EX/n) x 100

CVxy= (Syx /( Ey/n)) (100)

m= ( Exy - Ex Zy )/(n Ex*=( £x)?)

b= (Ex% Zyi-Exiyi) (NE x>~ (xi)?)

r=n(Zxy)-(Zx)(Zy)/((n(Zx%)-(2x)*)(N(Zy*)-( Zy)*)"*
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COEFICIENTE DE DETERMINACION

INTERVALO DE CONFIANZA PARA
LA PENDIENTE

INTERVALO DE CONFIANZA PARA
LA MEDIA POBLACIONAL

INTERVALO DE CONFIANZA PARA
LA ORDENADA AL ORIGEN

MEDIA ARITMETICA DE LA
CONDICION NORMAL

MEDIA ARITMETICA DE CADA
CONDICION DIFERENTE A LA
CONDICION NORMAL

DIFERENCIA ABSOLUTA DE LA
MEDIA ARITMETICA DE CADA
CONDICION RESPECTO DE LA
MEDIA ARITMETICA DE LA
CONDICION NORMAL

LIMITE DE CUANTIFICACION

LIMITE DE DETECCION

r’=(n(Zxy)-(ZX)(Zy)) /(N (Zx*)-(Zx)*) (N (Zy?)-( Zy)

IC (B1)=m £t o975n-2 Sm1
Smi= Syx (1/ Ex*- ((Ex)*/n))*?
Syix = ((Ey>mExy-bZy)/n-2)"?

IC(M)= (Zy/N)* t 0.9750-2(S/(n)"?)
IC (Bo)=Db +t 0.975.n-2 Sbo

Sbo=Syix ((1/n) + (22 1 £x* = ((£x)*/n)))"?
Z=Zx/n

Yo: Zyo / No

Yi: Zyi/ n;j

|di [=] Yi- Yol

LC=(10* Sy )/ m

LD=(3.3* Syx )/ m
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Concentracion 200 (ug/mL).

Anexo 3. Determinacion de las condiciones cromatograficas optimas,

Condicién

Fase movil 80:20
Fase movil 80:20

Fase movil 80:20

Fase movil 75:25
Fase movil 75:25

Fase movil 75:25

Fase movil 70:30
Fase movil 70:30

Fase movil 70:30

Fase movil 65:35
Fase movil 65:35
Fase movil 65:35

pH 3.5
pH 3.5
pH 3.5

pH 2

pH 2

pH 2
T 26°C
T 26°C
T 26°C

Area

2465215
2498562
2485214

2831642
2831124
2831521

2853000
2852614
2851542

2866878
2859622
2860254

2816082
2799687
2797652

2783524
2786524
2785421
2693524
2696524
2695421

Concentracio
n recuperada

(ng/mL)

173.85
176.20
175.26

199.69
199.66
199.68

201.20
201.17
201.10

202.18
201.67
201.71

198.59
197.44
197.29

196.30
196.51
196.43
189.95
190.16
190.09

Porcentaje
de recobro
(%)

86.93
88.10
87.63

99.85
99.83
99.84

100.60
100.59
100.55

101.09
100.83
100.85

99.30
98.72
98.65

98.15
98.26
98.22
94.98
95.08
95.04
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T16°C
T16°C
T16°C

T 26°C
T 26°C
T 26°C

2865214
2824512
2854215

2551624
2587451
2498562

202.06
199.19
201.28

179.94
182.47
176.20

101.03
99.59
100.64

89.97
91.24
88.10
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ANEXO 4. Consideraciones para la cuantificacion de CFZ.

& Después de la extraccion de 10 mL de sangre, se recomienda
desnucar al animal de acuerdo con las normas de bioética para

gue la muerte del animal sea mas rapida.

« Una vez obtenida la muestra del animal se recomienda procesarla
en los proximos 30 minutos después de la extraccion a fin de

optimizar los resultados.
% En cuanto al proceso de inyeccion de muestras se recomienda
mantener las muestras con hielo si es necesario, a fin de que

estas se encuentren en una temperatura de 14-24 °C.

& Se recomienda un flujo de la bomba menor a 1.5 debido al

esfuerzo que puede sufrir la bomba por la inyeccion de plasma.
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