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RESUMEN.

La tuberculosis es una de las enfermedades mas antiguas que afectan al ser
humano, hasta la fecha un tercio de la poblacion del mundo esta infectada y al
ario 1.6 millones de personas mueren a causa de ella. En los ultimos afios,
investigadores de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledén (UANL) han
trabajado en el desarrollo de sistemas nanoparticulados de liberacion controlada
a base de rifampicina, sistemas principalmente de administracion oral que en
teoria garantizan una maxima absorcion del farmaco a fin de mejorar la
efectividad del tratamiento antituberculoso. Investigadores de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH) ftrabajan en conjunto con los
investigadores de la UANL realizando estudios encaminados hacia la evaluacion
farmacocinética preclinica de estos nuevos sistemas, razén por la cual se
desarrollé y validé un método analitico para cuantificar in vitro rifampicina en
plasma de rata Wistar. EI método se realiz6 por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién en fase reversa con una columna de 150 x 4.6 mm rellena de silice
con un tamafio de particula de 5 um y una fase mévil compuesta por una mezcla
de acetonitrilo y una solucion amortiguadora de fosfato de potasio monobasico
0.06 M pH 2.27 (61:39 v/v) a una longitud de onda de 254 nm. El tiempo de
retencioén de la rifampicina fue de 1.400 minutos, el ensayo fue lineal de 5 a 500
ug/mL, los parametros de repetibilidad, exactitud, reproducibilidad, sensibilidad,
estabilidad y robustez cumplieron con lo establecido en las guias nacionales e
internacionales de validacion de métodos analiticos. Por lo tanto, el método
analitico desarrollado y validado puede ser usado para la cuantificacion de
rifampicina en la evaluacion farmacocinética preclinica en rata Wistar de estos
nuevos sistemas nanoparticulados que realizaran en conjunto los investigadores
de la UANL y UAEH.
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I.-INTRODUCCION.

La tuberculosis es una de las enfermedades mas antiguas que ha acompanado a
la humanidad a lo largo de su historia como civilizacién, es una enfermedad que
afecta al sistema respiratorio y que si no es tratada a tiempo causa la muerte a
quien la padece." La tuberculosis es causada por una bacteria llamada
Mycobacterium tuberculosis y durante la mayor parte de la historia de la
humanidad, un diagndstico de esta enfermedad equivalia a una sentencia de

muerte.?

No fue si no hasta a mediados del siglo pasado cuando parecié que se habia
encontrado una cura al inventarse la estreptomicina (SM) el primer antibiético
contra la tuberculosis, por fin la medicina contaba con un modo de combatir esta
terrible enfermedad y para finales de 1960 existia ya un vasto arsenal de
antibiéticos para tratarla, fue entonces que el mundo entero creyé que finalmente
habia podido erradicar a la tuberculosis, sin embargo no fue asi.®*® La
tuberculosis solo fue erradicada de los paises desarrollados mientras que los
paises subdesarrollados y en vias de desarrollo continuaron padeciendo esta
enfermedad.?® El Mycobacterium tuberculosis es una bacteria que
constantemente pasa por mutaciones genéticas para volverse mas adaptable al
medio ambiente que la rodea, tanto es asi que la bacteria ha logrado desarrollar
cierta inmunidad o mejor dicho resistencia a la mayoria de los antibidticos que se

usan para combatirla.’

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) asegura en sus ultimos informes
que un tercio de la poblacién total del planeta padece tuberculosis latente,
asegura que al afio 1.6 millones de personas mueren a causa de tuberculosis en
todas sus formas (pulmonar y extra pulmonar) y que la mayoria de las victimas
son de paises subdesarrollados, la OMS asegura también que los pacientes con
tuberculosis multirresistente a farmacos antituberculosos suman mas de 50

millones en todo el mundo y que cada afio la cifra aumenta.® Toda esta
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informacion hace evidente que la pandemia de esta enfermedad sigue
empeorando y no mejorando, que nunca desaparecié y que esta vez los

antibioticos convencionales no podran contenerla.

Sin embargo ante el peligro latente, la tuberculosis continua siendo una
enfermedad desatendida por la industria farmacéutica, pues esta ultima ha hecho
una escasa investigacion e inversion por desarrollar nuevos productos
destinados al tratamiento de la tuberculosis por considerarla una enfermedad de
paises pobres. Ante esta situacion, investigadores de todo el mundo realizan
experimentos para mejorar el recubrimiento, la absorcién y la biodisponibilidad
de los farmacos antituberculosos, principalmente el de la rifampicina, uno de los

farmacos clave en el tratamiento de la tuberculosis.’

En nuestro pais, investigadores de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
(UANL) han desarrollado varios sistemas nanoparticulados de liberacion
controlada a base de rifampicina, muchos de ellos de administracion oral que en
teoria ofrecen ventajas respecto a las formulaciones convencionales que existen
en el mercado, el principal objetivo de estos sistemas es mejorar la efectividad
del tratamiento, aumentar la concentracién en los 6rganos infectados, disminuir
los efectos adversos y aumentar la estabilidad quimica y biologica de la
rifampicina. Por otro lado, investigadores de la Universidad Auténoma del Estado
de Hidalgo (UAEH) colaboran con los investigadores de la UANL realizando
investigaciones encaminadas a la evaluacién farmacocinética preclinica de estos
nuevos sistemas, para ello los investigadores de la UAEH buscan desarrollar una
metodologia de medicion que les permita cuantificar in vitro la sustancia de

interés con resultados fiables antes de iniciar con la investigacion in vivo.

Esta metodologia de medicion o método analitico, se define como una secuencia
de actividades, recursos, materiales y parametros que se deben cumplir para
llevar a cabo el analisis de un componente especifico en una muestra.’® Y para

poder utilizar adecuadamente un método analitico e interpretar los resultados
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obtenidos de manera correcta, es necesario que el método esté validado antes
de ser empleado de forma rutinaria en el laboratorio para asi asegurar su

robustez y reproducibilidad."’

En el presente trabajo de investigacion, se pretende desarrollar y validar un
método analitico de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién para cuantificar in
vitro rifampicina en plasma de rata Wistar, se determinaran procedimientos
especificos para la obtencion del plasma de rata asi como las condiciones
cromatograficas ideales para la cuantificacion de rifampicina. Este trabajo de
investigacién, busca que el método analitico pueda ser empleado como
herramienta principal en la cuantificacion de rifampicina durante la evaluacion
farmacocinética preclinica en rata Wistar de los sistemas nanoparticulados

anteriormente mencionados con la finalidad de evaluar su eficacia.



Il.- MARCO TEORICO.
2.1. Breve historia de la tuberculosis.

La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades que ha acompafnado al hombre
desde la mas remota antiguedad, las antiguas civilizaciones padecieron TB segun
las inscripciones en tablillas babilonicas y otros vestigios de la antiguedad, a la
enfermedad se le conocié por varios nombres: tisis, escrofulosis, plaga blanca,
consuncién y enfermedad del agotamiento.” % La mayoria de los médicos antiguos
creia que la TB era hereditaria, pero ya Aristoteles (384-322 a.C.) y
subsecuentemente Galeno (131-201), Avicena (980-1037), Francastoro (1478-
1553), Morgagni (1682-1771) y muchos otros pensaron que se trataba de una
enfermedad infecciosa y contagiosa.2 El primero en descubrir que la TB se trataba
de una enfermedad infecciosa fue el médico francés Jean-Antonie Villemin (1834-
1913), quien pudo demostrarlo con sus brillantes experimentos en los que inoculd
material caseoso procedente de animales de experimentacion infectados con TB
en otros animales de experimentacion completamente sanos, sus hallazgos
causaron grandes controversias y para 1867 en Paris, se nombr6é una comision,
misma que despues de analizar sus experimentos concluyo: "Estas ideas no se
asientan sobre bases firmes".>® No pasé mucho tiempo sin que los hallazgos de
Villemin se confirmaran y fueran aceptados por todos, pues en 1882 el médico
aleman Roberto Koch descubrio al bacilo bacteriano causante de esta
enfermedad y a partir de ahi, se le asigno su verdad etiolégica e inicid su estudio
completo para llegar a descubrir su intimidad anatomopatologica con el ser

humano.'*

Durante y después de la Segunda Guerra Mundial, Europa se encontré con una
gran epidemia de TB, pero tuvo la suerte de que los mejores cerebros de esa
época se dedicaran a buscar las técnicas mas eficaces para enfrentarla.? En 1943
los patdlogos ucranianos Waksman y Shatz publicaron los efectos del extracto del

hongo Streptomyces griseum sobre distintas especies bacterianas mencionando
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en una de sus lineas, que "in vitro", se inhibia el crecimiento de la bacteria
causante de la TB, para 1944 se tratd por primera vez a una mujer de 24 afos
portadora de una TB aguda con el extracto de este hongo (conocido hoy como
estreptomicina) y meses después se asistio el milagro de su curacion. A partir de
ahi y en rapida sucesion, se fueron descubriendo una serie de farmacos con
accién antituberculosa y para finales de la década de los 60’s se contaba con un
vasto arsenal de ellos ademas de que se disefiaron investigaciones cada vez mas

cientificas para conocer las asociaciones mas efectivas de su administracion.?®

Tuvieron que pasar mas de 60 anos desde aquel descubrimiento de Koch para
que la humanidad tuviera en sus manos el primer antibiotico para combatir a la TB
y a pesar de todos los conocimientos disponibles hoy en dia, la TB no esta
derrotada y sigue siendo actualmente la enfermedad infecciosa mas importante

de nuestra época.
2.2. La tuberculosis y el Mycobacterium tuberculosis.

La TB es una enfermedad que afecta principalmente al sistema respiratorio, ataca
al estado general y si no es tratada oportuna y eficientemente puede causar la
muerte a quien la padece, ademas la afeccién es curable en la mayoria de los
casos y se puede prevenir.>® La infeccién se transmite de persona a persona a
través del aire; cuando un enfermo de tuberculosis pulmonar tose, estornuda o
escupe, expulsa gotas de saliva cargadas con bacilos tuberculosos, la mayoria de
las gotas secan pronto, pero las menores (<10 ym de diametro) pueden
permanecer suspendidas en el aire durante varias horas y solo se necesita que
una persona inhale unas cuantas gotitas para quedar infectada, se estima que

con cada golpe de tos se pueden expulsar al menos 3000 gotitas contagiosas.’

La TB es causada por una bacteria perteneciente al orden de los Actinomicetales
de la familia Mycobacteriaceae del género Mycobacterium, este género esta
compuesto por: M. tuberculosis, M. bovis, M. avium, M. africanum, M. microti, M.
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canettii, M. leprae y M. kansasii; de ellas, M. tuberculosis es el principal agente
responsable de enfermedad en los seres humanos.® " ' EI M. tuberculosis es un
bacilo aerobio inmévil no esporulado con un tamafo de 0.2 a 0.6 x 1 a 10 ym,
posee un tiempo de duplicacion de 18-24 horas, su pared celular es rica en lipidos
y esta caracteristica es responsable de la escasisima permeabilidad de la misma
y por lo tanto de la ineficacia que muestran contra este microorganismo la mayor
parte de los antibiéticos .12 En la membrana plasmatica se encuentran ancladas
proteinas, mandsido de fosfatidilinositol y lipoarabinomanano (LAM), este ultimo
interviene en la patogenia de la interaccién agente patdégeno-hospedador que
favorece la supervivencia de M. tuberculosis en el interior de los macréfagos. A lo
largo de las capas de la pared celular se intercalan proteinas transportadoras y
porinas las cuales constituyen el 15 % del peso de la misma, una capa de
peptidoglucano forma el esqueleto basico al que se le unen los arabinogalactanos
(polisacaridos ramificados formados por D-arabinosa y D-galactosa), el residuo
terminal de D-arabinosa se esterifica para dar lugar a acidos micdlicos
hidrofébicos de alto peso molecular a los que se le anclan glicolipidos de
superficie que representan un 60 % del peso de la pared celular; éstas dos
ultimas estructuras constituyen antigenos importantes a nivel biolégico ya que

estimulan la respuesta inmunitaria celular del paciente frente a la infeccién (Figura
1).7, 12-16
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Figura 1. Representacion esquematica de la pared celular
de M. tuberculosis.*

Representacion esquematica de la pared celular de M. tuberculosis. Imagen tomada del sitio:
http://pikeralbeiro.wikispaces.com/QUIMICA+CELULAR+DEL+M.+TUBERCULOSIS Modificada por: José Manuel Martin Gress. Fecha de descarga: 27 Jun 2014.
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Una vez que M. tuberculosis ingresa en las vias respiratorias y llega hasta los
alvéolos es digerido por los macrofagos, pero a diferencia de la mayor parte de
las bacterias fagocitadas, M. tuberculosis impide la fusién del fagosoma con los
lisosomas evitando su destruccion y diseminandose hacia los ganglios linfaticos
locales, al torrente circulatorio y a otros tejidos. '*'® La TB suele dividirse en
pulmonar y extra pulmonar; la TB pulmonar puede ser primaria y postprimaria, la
TB pulmonar primaria es la que aparece consecutivamente a la infeccion inicial
por el bacilo tuberculoso y la postprimaria se debe a una infeccion de reactivacion
y también es conocida como TB pulmonar secundaria o de tipo adulto.” '"'® Fuera
del pulmon (extra pulmonar), los sitios donde con mayor frecuencia se localiza la
TB son por orden de frecuencia: ganglios linfaticos, pleura, aparato genitourinario,
huesos, articulaciones, meninges, bazo, higado, peritoneo y miliar (diseminada).”
17.19.20 En |as primeras fases evolutivas de la enfermedad las manifestaciones
clinicas suelen ser inespecificas e insidiosas consistiendo ante todo en fiebre,
sudores nocturnos, pérdida de peso, anorexia, malestar general, debilidad, tos
que al principio es seca y que después es acompafiada de una expectoracion

purulenta con estrias de sangre.® "

2.3. Epidemiologia de la tuberculosis.

La TB es la segunda causa mundial de mortalidad causada por un agente
infeccioso y es la principal causa de muerte en personas con Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).® Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) un tercio de la poblacion mundial padece TB latente, al afio se presentan
de 8 a 9 millones de casos nuevos en todo el mundo y de 1.2-1.5 millones de
defunciones por esta causa.”?"?? Durante el 2012, la OMS registré 8.6 millones
de personas infectadas con TB (pulmonar y extra pulmonar) y 1.3 millones de
defunciones, también informo que el 95 % de las muertes ocurrieron en paises de
ingresos bajos y medianos principalmente de Asia, Africa, Oriente Medio y

América Latina (Figura 2).2
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Figura 2. Incidencia estimada de casos de tuberculosis
durante el 2012 seguin la OMS.*

En México, durante ese mismo afo de acuerdo con la informacién preliminar de la
Plataforma Unica de Tuberculosis se registraron 19,445 casos de TB (pulmonar y
extra pulmonar), de todos los casos notificados la forma mas frecuente fue la
pulmonar con 15,843 casos predominando mas en el sexo masculino que en el
femenino a razéon de 1.5:1 afectando principalmente a la poblacion
econdmicamente activa (18-49 anos), el 20.8 % del total de los casos presentaba
diabetes mellitus, el 7.8 % estaba vinculado al SIDA y el 9.3 % correspondia a
casos pediatricos (<18 afios).?>?* Los estados del pais con mayor incidencia de
TB son: Baja California Norte, Baja California Sur, Guerrero, Tamaulipas, Sonora,
Nayarit, Sinaloa, Veracruz, Tabasco, Colima, Nuevo Leén y Chiapas.'??* En el
estado de Hidalgo se registraron 313 casos de TB (pulmonar y extra pulmonar)
asociados principalmente a alcoholismo, desnutricion y diabetes mellitus, se
presentaron 9 casos de TB multirresistente a farmacos antituberculosos por lo que
Hidalgo formé parte de la lista de los 14 estados del pais que concentraron el 81
% del total de casos de TB multirresistente a farmacos antituberculosos, también
se informd que en Hidalgo existen 18 municipios con poblacién indigena de los
cuales procedia el 36 % del total de casos de TB registrados en el estado.?*

* OMS®, Estimated Tb incidence rates 2012. Imagen tomada del sitio Infectosos.com: http://www.infectosos.com/2013/10/situacion-actual-de-la-tuberculosis.html
Fecha de descarga: 12 Mayo 2014.
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2.4. Tratamiento de la Tuberculosis.

El tratamiento de la TB se basa en conceptos muy distintos al de las demas
infecciones bacterianas.? Esto se debe a que el M. tuberculosis posee una pared
celular impermeable, un tiempo de duplicacion prolongado (18-24 horas
comparado con los 30-40 minutos requeridos por otras bacterias) y una gran
capacidad para entrar en periodos de latencia con una actividad metabdlica

limitada que dificulta la accién de los farmacos antituberculosos.?®

Por otro lado, estudios genéticos han demostrado que la resistencia a farmacos
antituberculosos por parte de M. tuberculosis se debe a mutaciones
cromosdmicas espontaneas en los genes que codifican la diana del farmaco.?>%’
Sin embargo estas caracteristicas no son las unicas que interfieren en el
tratamiento antituberculoso, recientemente han habido informes de casos en que
los pacientes responden mal al tratamiento debido a la presencia de
concentraciones plasmaticas subterapéuticas de farmacos antituberculosos.?®%
Esto podria deberse al retraso en la deteccién y tratamiento de la enfermedad, al
incumplimiento terapéutico por parte del paciente, a la resistencia a multiples

farmacos y a otras enfermedades concomitantes.?®

Los farmacos antituberculosos matan al M. tuberculosis en su fase de division y
guardan entre si muy poca relacion, al menos aparente en su estructura o en su
mecanismo intimo de acciéon y quizas a ello se deba la eficacia de su
administraciéon combinada, por ello suelen dividirse en funcién de su valor

terapéutico en dos grandes grupos: & 717+ 252730, 31

a) Principales o de primera linea: poseen un alto indice eficacia/riesgo por lo que
deben ser empleados en primer lugar, estos son: isoniazida (INH), rifampicina
(RIF), etambutol (EMB), estreptomicina (SM) y pirazinamida (PZA).



b) Secundarios, menores o de segunda linea: su indice eficacia/riesgo es menor,
pero pueden resultar muy eficaces cuando la toxicidad y la resistencia a los
anteriores los deja fuera de juego, estos son: capreomicina, kanamicina,

etionamida, acido para-aminosalicilico (PAS) y cicloserina.

Los objetivos del tratamiento antituberculoso han sido clasicamente dos: la
eliminacién rapida de los bacilos y la prevencion de recaidas. Para conseguir
estos objetivos se deben tener en cuenta dos principios fundamentales: la
terapéutica debe consistir siempre en dos o0 mas farmacos a los que el bacilo sea
sensible y que el tratamiento dure 3-6 meses hasta que el esputo se halla hecho
negativo, sin embargo la lentitud del tratamiento disminuye el cumplimiento

terapéutico en los pacientes y provoca la aparicion de recaidas.?’” %

El tratamiento de la TB esta basado en un régimen terapéutico cuadruple que la
mayoria de los paises siguen segun los lineamientos de la OMS a través de la
estrategia llamada Directly Observed Treatment Short course (DOTS) o
Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado (TAES) que consiste en la toma
de los farmacos antituberculosos por parte del paciente y que es supervisado por
el personal de salud para asegurar el cumplimiento del tratamiento.® 2% 323* En
esta estrategia de tratamiento se utilizan farmacos antituberculosos con actividad
bactericida principalmente RIF, INH, PZA, SM y EMB, consta de una fase inicial
de dos meses con INH, RIF, PZA y EMB o SM seguida de una fase de cuatro
meses de duraciéon con RIF e INH; como se ve, RIF e INH constituyen los

farmacos antituberculosos clave en esta estrategia de tratamiento. ® 263334

2.5. Rifampicina y tuberculosis.

Las cepas de M. tuberculosis que son resistentes a RIF e INH con o sin
resistencia a otros farmacos antituberculosos, han sido denominadas cepas
multirresistentes a farmacos antituberculosos y la clave determinante de fallas en

el tratamiento la constituye la resistencia a RIF, al menos el 90 % de todos los
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aislamientos resistentes a RIF son también resistentes a INH, por lo tanto un
resultado de resistencia a RIF nos dice si una cepa es o no multirresistente a
farmacos antituberculosos.**¢3" La OMS estima que mas de 50 millones de
personas a nivel mundial podrian estar infectadas con estas cepas provocando
que los regimenes terapéuticos en estos pacientes sean menos efectivos, aun

mas prolongados, de dificil cumplimiento y mas costosos.?® 3%

La RIF es un derivado semisintético de la rifamicina S, sustancia que se obtiene
del extracto del hongo Amycolatopsis rifamycinica (anteriormente conocido como
Amycolatopsis mediterranei o Streptomyces mediterranei) y que fue descubierta
por el quimico italiano Piero Sensi en 1966. El mecanismo de accién de la RIF
consiste en unirse a la subunidad 3 de la ARN polimerasa de M. tuberculosis, esta
enzima es la encargada del proceso de transcripcién de genes y al inhibirse la

expresion de estos, la RIF provoca la muerte de la bacteria.?® 27 303135

La inmensa mayoria de los pacientes toleran bien la RIF, comunmente la orina,
las heces, la saliva, el sudor, el semen y las lagrimas pueden tefiirse de rojo o
naranja, también al inicio del tratamiento se pueden producir algunas molestias
digestivas, erupcion cutanea, algias musculares y articulares pero la reaccion mas
frecuente e importante es de caracter hepatico.?’**%! En las primeras semanas
del tratamiento puede aparecer una ictericia asintomatica de tipo colestasico que
se debe a fendmenos de competencia entre la captacién de bilirrubina y la RIF en
la célula hepatica y pueden aparecer signos de disfuncion con aumento de
enzimas hepaticas.*® Se han descrito también sintomas de tipo neurolégico como:
fatiga, somnolencia, cefalea, mareo, ataxia, desorientacion, falta de concentracion
y parestesias, a veces ocurre una reaccion de tipo inmunologico muy frecuente
segun algunos si la administracion es por via intravenosa y que consiste en un
sindrome de caracter gripal con disnea, sibilancias, purpura con trombocitopenia,

leucopenia y rara vez hematuria, hemoglobinuria e insuficiencia renal.” 2* 27 3.
31,35
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La RIF induce fuertemente a la mayoria de las enzimas del complejo enzimatico
CYP450 en higado e intestino.?”***° Por lo que la RIF aumenta el efecto/toxicidad
del clopidrogel, inhibidores de la HMG-CoA reductasa y de la isoniazida; por otro
lado farmacos como el fluconazol, voriconazol, antibiéticos macrolidos, antivirales
inhibidores de la proteasa y la pirazinamida aumentan las concentraciones/efectos
de RIF; la RIF disminuye las concentraciones/efectos de farmacos como la
amiodarona, bloqueadores del receptor de angiotensina |l, barbituricos,
benzodiacepinas, beta bloqueadores, antagonistas de los canales de calcio,
caspofungina, cloranfenicol, anticonceptivos (estrégenos y progestinas), fenitoina,
terbinafina y acido valproico.®® La RIF se absorbe muy bien por la via oral aunque
los alimentos pueden retrasar su absorcion, atraviesa cualquier membrana por su
caracter lipofilico, su metabolismo es principalmente hepatico, una dosis de 600
mg produce una concentracion sérica maxima de 10 yg/mL en 2-4 horas con una
vida media de 3-4 horas que se puede prolongar en disfuncion hepatica y en
insuficiencia renal terminal hasta por 11 horas, se excreta principalmente en
heces (60-65 %) y en orina (40-35 %) como farmaco sin cambios. *" 3% 313° En |a

Figura 3 se puede apreciar la estructura molecular de la RIF.
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Figura 3. Estructura molecular de la rifampicina.*

* Estructura molecular de la rifampicina. José Manuel Martin Gress / Chem Draw® Pro 12.0. Fecha de elaboracion: 22 Nov 2013. Archivo del autor.
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La RIF es un farmaco que posee una alta permeabilidad y al mismo tiempo una
solubilidad pH-dependiente, pues la estabilidad maxima de la molécula se
encuentra a un pH de 7.4, pero a un pH de 7.5 a 9.0 la molécula se oxida y a un
pH menor de 2.0 la molécula sufre hidrélisis acida.*® La molécula de RIF es muy
sensible a la oxidacion, a la luz, a la humedad y al calor excesivo (40 °C o mas),
por lo que es necesario continuar estudiando los aspectos mas relevantes de su
fase sodlida, las interacciones con excipientes y farmacos asi como las
propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas mas importantes con el objetivo de
mejorar la biodisponibilidad de la RIF presente en todas las combinaciones y

presentaciones.>*°

2.6. Tecnologia farmacéutica en el tratamiento de la tuberculosis.

Actualmente investigadores del mundo entero trabajan arduamente buscando vy
desarrollando nuevas ideas que ayuden a mejorar el tratamiento antituberculoso.
Entre estas ideas se encuentran los sistemas de liberacién controlada a base de
farmacos antituberculosos que ofrecen ventajas respecto a las formulaciones
convencionales con el unico fin de mejorar la efectividad del tratamiento,
aumentar la concentracion en los 6rganos infectados, disminuir los efectos
adversos y aumentar la estabilidad quimica y bioldgica de estos farmacos.**'
Ejemplo de ello son los sistemas de nanoparticulas que incorporan en su interior
RIF, estos sistemas permiten dirigir a la molécula de RIF a los distintos tejidos
infectados liberandola de manera sostenida en el tiempo minimizando su
degradacion, incrementando su semivida en el interior del 6rgano a tratar y
disminuyendo su toxicidad.*™*® En México, un grupo de investigadores de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (UANL) han logrado desarrollar algunos de
estos sistemas nanoparticulados principalmente de administracién oral, al mismo
tiempo colaboran con investigadores del Cuerpo Académico de Farmacia Clinica
del Area Académica de Farmacia de la Universidad Auténoma del Estado de
Hidalgo (UAEH) realizando investigaciones encaminadas a la evaluacion

farmacocinética preclinica de estos nuevos sistemas. Sin embargo, para poder
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llevar a cabo estos estudios, existe la necesidad de contar con una metodologia
que permita cuantificar in vitro la sustancia de interés y que cumpla con los
atributos de fiabilidad correspondientes antes de iniciar con una investigacion in

Vivo.
2.7. Validacion de métodos analiticos.

Un método analitico se define como la descripcion de la secuencia de actividades,
recursos, materiales y parametros que se deben cumplir para llevar a cabo el
analisis de un componente especifico (analito) en una muestra.***! Un analito se
define como el componente especifico de una muestra a medir en un analisis; por
lo tanto, un método analitico mide un componente especifico en una muestra y
como en todo proceso de medicion, este debe ser confiable para ser utilizado con

un propdsito definido.%%%%3

Los meétodos analiticos deben ser validados para asegurar su robustez y
reproducibilidad, ademas, el proceso de validacién demuestra por estudios de
laboratorio que la capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacion
analitica deseada al mismo tiempo que examina las caracteristicas de desempefio
del método para identificar y establecer cualquier limitacion que pueda esperarse
del mismo cuando se aplique a un tipo especifico de muestras.**® La validacion
es considerada una parte esencial durante el desarrollo de un método analitico,
pues es la evaluacidn que asegura que el método es el apropiado para el analisis
en cuestion y que los resultados obtenidos son fiables y consistentes.** En
general, para que un meétodo analitico esté validado, es necesario que cumpla con

los siguientes parametros de desempefio; '0:49-51:53:95.56

* Adecuabilidad del Sistema: Es la evaluacion de la aptitud del sistema que
permite verificar si el sistema de medicion funciona apropiadamente e

independientemente de las condiciones ambientales.
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Especificidad/Selectividad: Es la verificacion de la capacidad del método
de estimar de forma univoca los analitos en presencia de los demas
componentes.

Estabilidad Analitica de la Muestra: Es la expresion que demuestra que
el analito se mantiene estable durante todo el procedimiento de analisis
incluido su almacenamiento antes y después de éste.

Exactitud: Es la evaluacion que expresa que tan estrecha, concordante y
paralela es la relacion entre el valor convencional verdadero o de referencia
y el valor que se encontro en el analisis.

Limite de Cuantificacion: Es la concentracion mas baja a la cual el analito
puede cuantificarse con una precision y veracidad aceptables bajo las
condiciones experimentales establecidas.

Limite de Deteccién: Es la concentracibn mas baja a la cual puede
detectarse el analito pero no necesariamente cuantificarse bajo las
condiciones experimentales establecidas.

Linealidad del Sistema/Método: es la capacidad del sistema/método para
obtener resultados de prueba que sean proporcionales ya sea directamente
o por medio de una transformacion matematica bien definida.

Precisiéon del Método / Precisidon Intermedia / Reproducibilidad: Grado
de concordancia entre los resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea por dos analistas o instrumentos diferentes, usando el
mismo método en diferentes dias.

Repetibilidad: Grado de concordancia entre los resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
porciones de una muestra homogénea por un solo analista, usando los
mismos instrumentos y método en intervalos cortos de tiempo.

Robustez: Es la medida de la capacidad del método analitico de
permanecer inalterado por pequefias pero deliberadas variaciones (efecto

de cambio en las condiciones analiticas) en los parametros del mismo,
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proporcionando asi un indice de su confiabilidad durante su uso en
condiciones normales.
* Tolerancia: Es el grado de reproducibilidad del método analitico en
diversas condiciones, pero que a diferencia de la robustez, estas
variaciones involucran: variaciones de dia a dia, de analista a analista, de

laboratorio a laboratorio, de instrumento a instrumento, etc.

Estos requisitos constituyen una guia para dar al analista un soporte técnico y
adecuado para tener las herramientas necesarias al momento de resolver cada
caso en particular. °*°? Por lo que es necesario especificar que en funcién de la
aplicacion analitica del método, cada analista determinara bajo criterios bien
justificados y teniendo en cuenta los objetivos que se pretendan alcanzar, que
parametros de desempefio deben ser considerados en cada procedimiento de

validacion.'" 490

2.8. Uso de la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién en la validacion de

métodos analiticos.

La cromatografia es una antigua técnica instrumental que ha evolucionado
enormemente en los ultimos afios principalmente a partir de la década de los
setenta, con lo que inicialmente concebida como método de separacién ha
llegado a convertirse en una fuente inagotable de métodos de analisis, pues
pocos métodos de analisis quimico son tan especificos para un analito en
particular ya que los procedimientos cromatograficos son llevados a cabo en

funcién del tipo de molécula.>®

El proceso cromatografico contempla la separacién de los componentes de una
mezcla, para ello, una muestra de la mezcla (o el extracto de una muestra) es
disuelta en una fase movil (en este caso un liquido) y es impulsada a través de
una fase inmoévil (fase estacionaria) que debe ser inmiscible con ella,

generalmente las fases son escogidas de tal forma que los componentes de las
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muestras presenten diferencias en cuanto a sus propiedades fisico-quimicas
(solubilidad, tamano, fuerza ionica, polaridad, afinidad, etc.) para cada fase, las
interacciones quimicas entre la fase movil y la muestra y entre la muestra y la fase
estacionaria determinan el grado de migracidén y separacion de los compuestos
contenidos en una muestra, pues el componente que interactué mas con la fase
estacionaria realizara un "viaje" mas lento a través de ella que otro componente
que tenga mas interaccion con la fase mévil y como resultado de estas diferencias
entre la movilidad de los componentes de una muestra, estos se separaran uno

de otro.%%%0

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC, por las siglas en inglés de
High Performance Liquid Chromatography) en fase reversa, es la técnica analitica
mas utilizada en el control de calidad e investigacién, las razones de la
preferencia de esta técnica se deben a su sensibilidad, a su facil adaptacién a
determinaciones cuantitativas exactas, a su idoneidad para la separacion de
especies y a su gran aplicabilidad a sustancias quimicas de interés tanto para la
industria como para la ciencia ademas de que es sencilla, robusta y se puede

realizar en la mayoria de laboratorios de analisis.>®°%°%¢1:62

En esta técnica una mezcla de agua/solvente organico es comunmente usada
como fase mévil y un sélido de area de superficie altamente no polar es empleado
como fase estacionaria, esta ultima es usualmente un empaque de alcanos
adheridos a silice (grupos alquilo de 8 o 18 carbonos recubriendo la superficie de
silice), la cromatografia en fase reversa es actualmente el método mas popular de
cromatografia en liquidos, pues mas del 70 % de todas las separaciones por

HPLC son llevadas a cabo por este método.**%%2
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Sin embargo, la principal desventaja de esta técnica es que posee un costo inicial
alto debido a la pureza y calidad de los disolventes que se utilizan asi como por el
tiempo que se invierte en desarrollar la metodologia analitica, pues generalmente
es tardada.®® Los componentes basicos de un equipo de HPLC se describen a

continuacién y se muestran en la Figura 4: °%%2

e Bomba: La mision de la bomba es la de suministrar un flujo constante y
libre de pulsos de la fase movil a través de la columna ya que el flujo puede
variar por una obstruccion en las lineas de conduccidén por burbujas de
aire, por solidos presentes en la fase movil, por el filiro de la cabeza de la
columna, etc.

e Inyector: Es la parte del equipo por donde se introduce la muestra a
analizar, un inyector ideal debe: introducir la muestra en la columna como
una banda lo mas estrecha posible, ser de facil manejo y dar lugar a
resultados reproducibles tanto en cantidad de muestra inyectada como en
ensanchamiento que origina en la banda cromatografica.

e Columna: Es el elemento fundamental de un equipo de HPLC puesto que
es en ella donde tiene lugar la separacion, por lo tanto resulta fundamental
la correcta eleccion de la columna en cada separacion, ya que con una
columna inadecuada o de mala calidad nunca se obtendran buenos
resultados aunque se disponga del mejor instrumental.

e Horno para columna: Su finalidad es proporcionar una temperatura
adecuada para la columna, pues una termorregulacion adecuada garantiza
que la separacion sea mas eficiente y que el ensanchamiento que origina la
banda cromatografica sea reproducible.

e Detector: Es el dispositivo que permite medir a la salida de la columna la
respuesta que genera a su paso la sustancia a analizar y se basa en un
amplio rango de caracteristicas fisicas y quimicas de la misma. Los
detectores que mas se emplean en la cromatografia de liquidos son los que

miden la absorcién de radiacion Ultravioleta/Visible (UV/Vis) de una
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sustancia a una determinada longitud de onda. Los datos de absorbancia
se representan en funcion de la longitud de onda y del tiempo.

e Estacion de datos: Consta de un equipo de computo conectado a una
interfaz y a un software especifico que convierten la sefal proveniente del

detector en una sefal grafica que puede ser interpretada por el analista.

Horno para Columna Detector Interfaz
[ —]
il - — Estacidn de datos
H
? —
Inyector Hombiz
Fase mivil

Figura 4. Componentes basicos de un equipo de HPLC.*

* Componentes basicos de un equipo de HPLC. Imagen tomada de: Hernandez JM. Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia. Ed Cont Lab Clin. 2005; 8 (1):56.
Modificada por: José Manuel Martin Gress.
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l1l.- JUSTIFICACION.

En los ultimos afos, investigadores de la UANL han desarrollado diversos
sistemas nanoparticulados de liberacion controlada a base de rifampicina,
sistemas principalmente de administracion oral que en teoria garantizan una
maxima absorcion del farmaco con el fin de mejorar la efectividad del tratamiento
antituberculoso, a su vez, investigadores del Cuerpo Académico de Farmacia
Clinica del Area Académica de Farmacia de la UAEH colaboran con los
investigadores de la UANL realizando investigaciones dirigidas a la evaluacion
farmacocinética preclinica de estos nuevos sistemas con el objetivo de evaluar la
eficacia de los mismos, por lo que es necesario contar con un método analitico
que permita cuantificar in vitro la sustancia de interés antes de iniciar con la
investigacion in vivo. Este método analitico debe estar validado antes de ser
empleado de manera rutinaria en el laboratorio, pues de esta forma se podran
interpretar los resultados obtenidos de manera correcta y asegurar que cumplen
con los requerimientos de fiabilidad. Por lo tanto, en el presente trabajo se
propone desarrollar y validar un método analitico por HPLC que permita
cuantificar in vitro rifampicina en plasma de rata Wistar con la finalidad de que el
método pueda ser utilizado en la cuantificacion de rifampicina durante la
evaluacion farmacocinética preclinica en rata Wistar de los sistemas

nanoparticulados desarrollados en la UANL anteriormente mencionados.
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IV.- HIPOTESIS.

Si se valida un método analitico que permita cuantificar in vitro rifampicina en
plasma de rata Wistar, entonces se garantizara que los resultados obtenidos tras
su aplicacion en la cuantificacion de rifampicina durante la evaluacién
farmacocinética preclinica en rata Wistar de los sistemas nanoparticulados de
liberacidon controlada a base de rifampicina llevada a cabo por los investigadores
de la UANL y UAEH, son confiables.
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V.- OBJETIVO GENERAL.

Validar un método analitico por HPLC para la cuantificacion in vitro de

rifampicina en plasma de rata Wistar.

VI.- OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Estandarizar la metodologia para la obtencion de plasma de rata
Wistar.

2. Determinar las condiciones cromatograficas para la validacion del
meétodo analitico.

3. Determinar los parametros de desempefo para la validacién del

método analitico.
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VIl.- METODOLOGIA.

7.1. Metodologia para estandarizar la obtencién de plasma de rata
Wistar.

Se trabajé con 40 ratas macho de la especie Wistar con un peso de 250 + 10
gramos a las cuales se les tomé una muestra de sangre por puncidn

cardiaca de acuerdo al siguiente procedimiento (Figura 5): ®**

a) Se le administré a la rata una dosis de sulfato de atropina (0.04-0.10
mg/Kg) por via subcutanea antes de ser anestesiada.

b) Se colocd en un vaso de precipitados de 100 mL una torunda de algodon
impregnada con 2 mL de éter etilico, luego se introdujo la cabeza de la
rata en el vaso hasta que quedara anestesiada.

c) Una vez anestesiada la rata se colocé en la mesa de laboratorio
recostandola sobre su lado izquierdo y con la cabeza hacia el lado
izquierdo del analista.

d) Con la yema del dedo indice se palpé la caja toracica para localizar el
sitio de puncién (corazén) y con una aguja del numero 20 acoplada a
una jeringa precargada con 21 U.l. de heparina sodica se procedio a
puncionar y extraer 3 mL de sangre.

e) Después de haber extraido el volumen de sangre requerido, se examind
que la rata no tuviera dafo fisico, luego se regreso a su jaula y se dejé
en un lugar ventilado hasta que recuperara el reflejo de estacion.

f) 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 que sufriera hemolisis.

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

h) Luego de esto se separo el sobrenadante obtenido y se depositd en otro

tubo de ensaye para ser desnaturalizado con acetonitriio (ACN)

23



agregando un volumen 1:1 en relacion al volumen de plasma obtenido’,
enseguida esta mezcla se agité en un vortex Daigger® Vortex-Genie 2
durante 2 minutos y luego se centrifugd a 4000 r.p.m. por otros 15
minutos.

i) Después se separo el sobrenadante obtenido y se cargd 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.

j)EI total de plasma desnaturalizado vy filtrado se recolecté en frascos de

vidrio con tapa hermética para ser utilizado en las proximas 6 horas.

Almacenar plasma
a -40°C sinose
procede a
desnaturalizar

Administrar Anestesiar Puncicnar Centrifugar 'It-'_ill_trary
atropina para obtener Litilizar efn
plasma y menos de

G horas

desnaturalizar

Figura 5. Metodologia para la obtencion de plasma de rata Wistar.*

* Metodologia para la obtencion de plasma de rata Wistar. José Manuel Martin Gress / Paint® 2007. 27 Mar 2013. Fotomontaje digital. Archivo del autor.
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7.2. Metodologia para determinar las condiciones cromatograficas del

método analitico.

7.21. Caracteristicas del equipo, material de laboratorio y

reactivos.

Se empled un sistema HPLC MERCK HITACHI® modelo L-6200A
INTELLIGENT PUM acoplado a un Detector UV/Vis modelo L-7400 y a un
Horno para columna modelo L-7300. Se utilizé una precolumna Thermo
Scientific® de 10 mm de largo (L) X 2.1 mm de diametro interno (DI) rellena
de silice con un tamafo de particula de 5 ym y una columna Phenomenex®
de 150 mm L X 4.6 mm DI rellena de silice con un tamafo de particula de 5
pm. El software que se usé para la recoleccion y procesamiento de la
informacion fue EZstar® Cromatography Data System 7.7 y una interfaz
Scientific Software International® SS42X. Se utilizaron tubos eppendorf
(tubos de microcentrifuga) Eppendorf® y pipetas automaticas Eppendorf-
Reference® previamente calibradas asi como puntas para pipeta automatica
de la misma marca. El material de vidrio de laboratorio utilizado fue de la
marca Pirex®. Se utilizé un estandar de RIF con un 97 % de pureza grado
HPLC de la marca SIGMA-ALDRICH®, Butilhidroxitolueno (BHT) grado
farmacéutico de Acofarma Distribucién S.A., agua grado HPLC de la marca
Ecopura®, acetonitrilo (ACN) grado HPLC de la marca Fermont®, &cido
fosforico grado analitico de la marca Reasol® y fosfato de potasio

monobasico grado analitico de la marca J.T. Baker®.
7.2.2. Preparacion de la solucién de referencia.

Para preparar la solucién de referencia de RIF (SRef-RIF), se pesaron
51.5464 mg de estandar de RIF (se considerd la pureza del reactivo) y 10
mg de BHT " en una balanza analitica Precisa® 92SM-202A cuya

precision es de 0.1 mg previamente calibrada y se disolvieron en un matraz
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volumétrico de 10 mL con ACN, luego se colocod el matraz en un bafo
ultrasonico Bransonic® 510 durante 1 minuto, después se pasd 1 mL de esta
solucién a un matraz volumétrico de 5 mL y se llevd a volumen de aforo con
plasma desnaturalizado de rata Wistar para obtener una concentracién final
de 1000 pg/mL (Figura 6).

7.2.3. Determinacién de las condiciones cromatograficas.

Con una jeringa HAMILTON® se inyectaron 25 uL de SRef-RIF en el
cromatografo con la finalidad de encontrar el tiempo de retencion (tr), la
temperatura del horno para la columna, la proporcién de fase movil y la
velocidad de flujo mas adecuados para obtener un cromatograma con un
pico gaussiano sin sefiales de ruido y una linea base totalmente recta.

Se trabajd a una longitud de onda de 254 nm.”® Las condiciones

cromatograficas de partida fueron: 2% 8%

e Fase movil: ACN: Solucién amortiguadora de fosfato de potasio
monobasico 0.05 M (ajustado a pH 3.0 con acido fosférico) proporcion
60:40 v/v.

e Temperatura del horno de la columna: 18 °C (temperatura ambiente
local).

e Velocidad de flujo: 1 mL/min.

7.3. Metodologia para determinar los parametros de desempeiio para
la validacion del método analitico.

El volumen de inyeccion fue de 25 uL, las muestras que se prepararon a
partir de la SRef-RIF se agitaron en un vortex Daigger® Vortex-Genie 2 a
velocidad 5 de agitacién durante un minuto antes de ser inyectadas en el
cromatodgrafo. Todas las SRef-RIF y las muestras se protegieron de la luz y

fueron preparadas y extraidas cada dia de analisis (Figura 6).
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- Lievar a volumen
con plasma
desnaturalizado

Extraer alicuotas
SRef- RIF  y depasitar en

1 tubos eppendor

i T | .
@
Pesar 51,5464 Hewara Sonicar Tomar1mlLy
mgszfa RIIF +10 XSS por 1 depositar en un
mg de BHT con 25 minuto matraz de 5 mlL
ml de
ACN s
Agitar por 1
minuto y medir
la respuesta Agregar plasmo
analitica de cada desnaturalizado
muestra hasta completar
ImL

a Proteger de Ia luz

Figura 6. Proceso de elaboracion de la SRef-RIF, de las muestras y de su
analisis.”

Para los calculos correspondientes y el analisis estadistico se utilizd

Microsoft Excel® 2007 como software de apoyo.

Se determinaron los siguientes parametros de desempeno: adecuabilidad
del sistema, linealidad del sistema, exactitud, repetibilidad, linealidad del
método, reproducibilidad del método, limite de deteccion, limite de

cuantificacion, robustez y estabilidad analitica de la muestra. 93¢

* Proceso de elaboracion de la SRef-RIF, de las muestras y de su analisis. José Manuel Martin Gress / Paint® 2007. 27 Mar 2013. Fotomontaje digital. Archivo del

autor.
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7.3.1. Adecuabilidad del sistema.

Se prepardé por sextuplicado, por dilucién y pesadas independientes
SRef-RIF 1000 pg/mL. Posteriormente en tubos de microcentrifuga se
depositaron alicuotas de 500 puL de cada solucion por separado y se les
adicion6 500 pL de plasma desnaturalizado de rata Wistar para obtener
una concentracion final de 500 ug/mL, después se realizd la inyeccion
de las muestras en el cromatégrafo y se midid la respuesta analitica de
cada una. Se calcul6 la media aritmética, la desviacion estandar (S) y el
coeficiente de variacién (CV). Con los resultados de los cromatogramas
obtenidos se calculd el factor de retencién (k), la resolucion (R) y la

eficiencia de la columna (N).

Criterios de aceptacion: el valor del CV debera ser < 2 %, el valor de k

debera ser > 2 y el valor de R debera ser > 2.
7.3.2. Linealidad del sistema.

Se prepard por triplicado, por dilucion y pesadas independientes SRef-
RIF 1000 pg/mL. Posteriormente en tubos de microcentrifuga se
depositaron alicuotas de 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500 pyL de cada
solucion por separado y se les adiciond 995, 990, 975, 950, 900, 750 y
500 uL de plasma desnaturalizado de rata Wistar para obtener muestras
con una concentracion final de 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500 ug/mL,
después se realizé la inyeccion de las 21 muestras en el cromatografo y
se midid la respuesta analitica de cada una. Se reportd la relacion
concentracion Vs respuesta analitica, se determind la ecuacién de la
recta (y=mx + b) y se calculé el coeficiente de correlacién (r), el
coeficiente de determinacién (r?) y el intervalo de confianza para la
pendiente (IC (B4)). Finalmente, para comprobar la linealidad entre las

curvas obtenidas se realizé un analisis de varianza (ANOVA).
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Criterios de aceptacion: el valor de r debera ser = 0.99, el valor de r?
debera ser =2 0.98, el valor del IC (B1) no debera incluir el cero y el valor

calculado de F debera ser < que el valor critico para F.
7.3.3. Exactitud y repetibilidad del método.

Se prepardé por sextuplicado, por dilucion y pesadas independientes
SRef-RIF 1000 pg/mL. Posteriormente en tubos de microcentrifuga se
depositaron alicuotas de 500 yL de cada solucion por separado y se les
adicion6 500 pL de plasma desnaturalizado de rata Wistar para obtener
una concentracion final de 500 ug/mL, después se realizd la inyeccion
de las muestras en el cromatégrafo y se midio la respuesta analitica de
cada una. Se determind la cantidad recuperada de RIF y el porcentaje
de recobro, con este ultimo se calculé la media aritmética, la desviacion
estandar (S), el coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de confianza

para la media poblacional (IC (u)).

Criterios de aceptacioén: el valor del CV 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 %.
7.3.4. Linealidad del método.

Se prepard por triplicado, por dilucion y pesadas independientes SRef-
RIF 1000 pg/mL. Posteriormente en tubos de microcentrifuga se
depositaron alicuotas de 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500 uL de cada
solucioén por separado y se les adiciond 995, 990, 975, 950, 900, 750 y
500 uL de plasma desnaturalizado de rata Wistar para obtener muestras
con una concentracion final de 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500 ug/mL,
después se realizo la inyeccion de las 21 muestras en el cromatografo y

se midiod la respuesta analitica de cada una. Se determind la cantidad
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recuperada de RIF y se reporté la relacion concentracion teorica Vs
concentracion recuperada, se determino la ecuacion de la recta (y=mx +
b) y se calculé el coeficiente de correlacion (r), el coeficiente de
determinacion (r?), el intervalo de confianza para la pendiente (IC (81)), el
intervalo de confianza para la ordenada al origen (IC (Bo)), el coeficiente
de variacion de la regresion (CV ), el porcentaje de recobro y el
intervalo de confianza para la media poblacional (IC (u)) del porcentaje
de recobro. Finalmente, para comprobar la linealidad entre las curvas

obtenidas se realizé un analisis de varianza (ANOVA).

Criterios de aceptacion: el valor de r debera ser = 0.99, el valor de r?
debera ser = 0.98, el valor del IC (B1) debera incluir a la unidad, el valor
de IC (Bo) debera incluir al cero, el valor del CV  debera ser < 2 %, el
IC (u) debera incluir el 100 %, la media aritmética del porcentaje de
recobro debera estar en el intervalo 98-102 % y el valor calculado de F

debera ser < que el valor critico para F.
7.3.5. Reproducibilidad del método.

Se prepard por triplicado, por dilucion y pesadas independientes SRef-
RIF 1000 pg/mL. Posteriormente en tubos de microcentrifuga se
depositaron alicuotas de 500 yL de cada solucion por separado y se les
adicion6 500 yL de plasma desnaturalizado de rata Wistar para obtener
una concentracion final de 500 ug/mL, después se realizd la inyeccion
de las muestras en el cromatégrafo y se midié la respuesta analitica de
cada una. Las muestras se analizaron en dos dias diferentes por dos
analistas diferentes con los mismos instrumentos y equipos. Se calculd
la media aritmética, la desviacién estandar (S) y el coeficiente de
variacion (CV) de todas las muestras analizadas por ambos analistas en

ambos dias.
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Criterios de aceptacion: el valor del CV debera ser <2 %.
7.3.6. Limite de deteccion y cuantificacion.

Se preparo por triplicado, por dilucion y pesadas independientes SRef-
RIF 1000 pg/mL. Posteriormente en tubos de microcentrifuga se
depositaron alicuotas de 1.5, 3 y 4.5 uL de cada solucion por separado y
se les adicion6 998.5, 997 y 995.5 uL de plasma desnaturalizado de rata
Wistar para obtener muestras con una concentracion final de 1.5, 3y 4.5
pMg/mL, después se realizd la inyeccion de las muestras en el
cromatoégrafo y se midié la respuesta analitica de cada una. Se report6 la
relacion concentracién Vs respuesta analitica, se determind la ecuacion
de la recta (y=mx + b), se calcul6 el coeficiente de correlaciéon (r), el
coeficiente de determinacion (r?), la desviacion estandar de la regresion
(Syix), el intervalo de confianza para la pendiente (IC (B84)), el limite de

deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LC).

Criterios de aceptacion: el valor de r debera ser = 0.99, el valor de r?

debera ser 2 0.98, el IC (B1) no debera incluir el cero.
7.3.7. Robustez.

Se prepard por triplicado, por dilucion y pesadas independientes SRef-
RIF 1000 pg/mL. Posteriormente en tubos de microcentrifuga se
depositaron alicuotas de 500 uL de cada solucién por separado y se les
adicion6 500 pL de plasma desnaturalizado de rata Wistar para obtener
una concentracion final de 500 ug/mL, después se realizd la inyeccion
de las muestras en el cromatégrafo y se midié la respuesta analitica de
cada una a la condicion cromatografica determinada para el método y en
seis diferentes condiciones cromatograficas que incluian ligeras

variaciones en la temperatura del horno de la columna, en la velocidad
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de flujo, en el pH de la fase movil y en la proporcion de los disolventes
de la fase mévil. Se determiné en cada condicion la cantidad recuperada
de RIF y el porcentaje de recobro, después se calculd la media
aritmética del porcentaje de recobro de las muestras analizadas a la
condicién cromatografica determinada para el método (Yo) y la media
aritmética del porcentaje de recobro de las muestras analizadas en cada
condicién cromatografica diferente (Y;), por ultimo se calculé la diferencia

absoluta entre ambos valores (|di|=Y; - Yo).

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

7.3.8. Estabilidad analitica de la muestra.

En la determinacion de este parametro de desempefio se trabajé con

tres condiciones de almacenaje diferentes:

A. Se preparo por triplicado, por dilucién y pesadas independientes
SRef-RIF 1000 pg/mL sin BHT. Posteriormente en tubos de
microcentrifuga se depositaron alicuotas de 500 uL de cada
soluciéon por separado y se les adiciond 500 pyL de plasma
desnaturalizado de rata Wistar para obtener una concentracién
final de 500 pg/mL, después se realizd la inyeccion de las
muestras en el cromatégrafo y se midié la respuesta analitica de
cada una. Se determind la cantidad de RIF recuperada y el
porcentaje de recobro inicial de cada muestra, por ultimo se
almacenaron a temperatura ambiente con exposicion a la luz
directa.

B. Se prepard por triplicado, por dilucién y pesadas independientes
SRef-RIF 1000 ug/mL. Posteriormente en tubos de
microcentrifuga se depositaron alicuotas de 500 uyL de cada

solucion por separado y se les adicioné 500 pyL de plasma

32



desnaturalizado de rata Wistar para obtener una concentracién
final de 500 pg/mL, después se realizd la inyeccion de las
muestras en el cromatégrafo y se midié la respuesta analitica de
cada una. Se determind la cantidad de RIF recuperada y el
porcentaje de recobro inicial de cada muestra, por ultimo se
protegieron de la luz con papel aluminio y se almacenaron a
temperatura ambiente.

C. Se prepard por triplicado, por dilucion y pesadas independientes
SRef-RIF 1000 pg/mL. Posteriormente en tubos de
microcentrifuga se depositaron alicuotas de 500 uyL de cada
soluciéon por separado y se les adiciond 500 pyL de plasma
desnaturalizado de rata Wistar para obtener una concentracion
final de 500 pg/mL, después se realizd la inyeccion de las
muestras en el cromatégrafo y se midio la respuesta analitica de
cada una. Se determind la cantidad de RIF recuperada y el
porcentaje de recobro inicial de cada muestra, por ultimo se
protegieron de la luz con papel aluminio y se almacenaron a una

temperatura de 4 °C.

A las 6, 24, 48 y 72 horas después, todas las muestras de cada
condicion de almacenaje volvieron a ser inyectadas en el cromatdgrafo y
se determind la cantidad recuperada de RIF y el porcentaje de recobro
de cada una. Se calculé la media aritmética de los porcentajes de
recobro del andlisis inicial en cada condicién de almenaje (Yo) y la media
aritmética de los porcentajes de recobro después de los tiempos
establecidos en cada condicion de almacenaje (Y;). Finalmente se

calculd la la diferencia absoluta entre ambos valores (|di|= Y - Yo).

% Criterios de aceptacion: el valor de (|di|) debera ser < 2 %.
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VIIl.- RESULTADOS.

8.1. Resultados de la estandarizacion de la obtencién de plasma de

rata Wistar.

Al extraer la cantidad de 3 mL de sangre en 40 ratas Wistar, se obtuvo un
total de 103.6 mL de plasma ya desnaturalizado. La técnica de extraccion
por puncidn cardiaca no representd un riesgo mayor para las ratas por lo
que después de un periodo de recuperacion de 30 dias se pudo tomar
otra muestra de sangre a las mismas lo que evitd sacrificar un mayor
numero de estos animales. Las muestras de sangre obtenidas se
mantuvieron a 4 °C y fueron procesadas dentro de las primeras 6 horas de
su extraccion y el plasma obtenido que no fue desnaturalizado se
almacend a -40 °C. Durante la realizacién de este trabajo de investigacion

se utilizé un total de 434.7 mL de plasma desnaturalizado de rata Wistar.

8.2. Resultados de Ila determinacion de las condiciones

cromatograficas del método analitico.

Las condiciones cromatograficas determinadas para el método analitico

fueron:

» Fase movil: ACN: Solucién amortiguadora de fosfato de potasio
monobasico 0.05 M (ajustado a pH 2.27 con acido fosférico)
proporcidon 61:39 v/v.

Velocidad de Flujo: 1 mL/min.

Temperatura del horno de la columna: 25 °C.

Longitud de onda: 254 nm.

YV V V V

Tiempo de retencion: 1.400 minutos (general).
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Con estas condiciones cromatograficas se establecid una linea base
totalmente recta (Figura 7) y un cromatograma gaussiano resultado de la
inyeccion de 25 pL de SRef-RIF a los 1.423 minutos (Figura 8).

Figura 7. Linea base establecida a las condiciones
cromatograficas determinadas.*

Figura 8. Cromatograma de una inyeccion de 25 pL
de SRef-RIF a las condiciones cromatograficas
determinadas. **

* Linea base establecida a las condiciones cromatograficas determinadas. José Manuel Martin Gress / EZstar® 7.7. 27 May 2013. Captura de pantalla. Archivo del
autor.

** Cromatograma de una inyeccion de 25 uL de SRef-RIF a las condiciones cromatograficas determinadas. José Manuel Martin Gress / EZstar® 7.7. 27 May 2013.
Captura de pantalla. Archivo del autor.
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8.3. Resultados de la determinaciéon de los parametros de desempeno

para la validacion del método analitico.

8.3.1. Adecuabilidad del sistema.

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en la determinacion de
la adecuabilidad del sistema, se calculé el valor de la media aritmética, S y
CV para el area y la altura de los picos cromatograficos obtenidos. En la
Tabla 2 se muestran los parametros cromatograficos calculados para este
parametro de desempeno. De acuerdo a los criterios de aceptacion
establecidos, se obtuvo un CV de 1.0281 % para el area y un CV de
1.1020 % para la altura, el valor calculado (Anexo 1) para k fue de 2.0102
y para R fue de 2.0229. La eficiencia de la columna (N) fue de 556.9600

platos teoricos y la altura de los platos tedricos (H) fue de 0.0269 cm.

Tabla 1. Adecualbilidad del sistema del método HPLC para la

cuantificacion in vitro de rifampicina en plasma de rata Wistar.

Concentracién Area Altura
tg (min)

(Mg/mL) (mAbs) (Volts)
1 500 4891654 1031234 1.441
2 500 4872263 1029876 1.450
3 500 4853961 1009567 1.452
4 500 4895379 1034256 1.451
5 500 4798342 1017736 1.445
6 500 49496438 1040123 1.442

Medidas estadisticas
Media 4876874.5 1027132
S 50140.7626 11319.7830
CV (%) 1.0281 1.1020
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Tabla 2. Parametros cromatograficos obtenidos en la determinaciéon
de la adecuabilidad del sistema del método HPLC para la

cuantificacion in vitro de rifampicina en plasma de rata Wistar.

Parametro Resultado
k 2.0102
R 2.0229
N 556.9600 Platos Teoéricos
H 0.0269 cm

8.3.2. Linealidad de sistema.

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de la
linealidad del sistema, se calculd el valor de r, r? e IC (B4) para el area y la
altura de los picos cromatograficos obtenidos. En la Tabla 4 se muestran
los resultados de la ANOVA con el area de los picos obtenidos debido a
que el valor de “r" y “r*” fue mayor en comparacién con los de la altura. Las
Figuras 9 y 10 muestran las curvas de calibracion con la relacién
Concentracion Vs Area y Concentracién Vs Altura. De acuerdo a los
criterios de aceptacion establecidos, se obtuvo un valor de r > 0.99 y r? >
0.98 tanto para el area y la altura de los picos, un IC (1) que no incluye al
cero y un valor de F calculado < al valor critico para F en un nivel de

confianza del 95 % entre 2 y 18 grados de libertad.
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Tabla 3. Ensayo de linealidad del sistema del método HPLC
para la cuantificacién in vitro de rifampicina en plasma de rata
Wistar.

Curva n Concentracion Area Altura
tr (min)
(ng/mL) (mAbs) (Volts)
1 5 45012 10460 1.442
2 10 95113 20928 1.451
3 25 241567 52305 1.455
1 4 50 482793 104661 1.442
5 100 969708 209299 1.434
6 250 2412748 523320 1.454
7 500 4897884 1046610 1.448
8 5 44973 9875 1.452
9 10 95518 21346 1.447
10 25 243205 53412 1.449
2 1 50 486164 109639 1.441
12 100 971259 210567 1.449
13 250 2441098 524769 1.413
14 500 4880203 1023765 1.442
15 5 45104 11321 1.455
16 10 94072 19984 1.431
3 17 25 242516 52297 1.441
18 50 483786 106549 1.452
19 100 972902 211893 1.456
20 250 2454769 527814 1.443
21 500 4888019 1027395 1.452
Medidas estadisticas

r 0.9999 0.9998

r? 0.9999 0.9998

IC (Bq)+ 9805.73 2080.56

IC (B1)- 9756.46  2054.24




Tabla 4. ANOVA realizado con el area de los picos cromatograficos

obtenidos.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Curva 1 7 9144825 1306403.5714 3.1844E+12
Curva 2 7 9162420 1308917.1429 3.1721E+12
Curva 3 7 9181168 1311595.4286 3.1878E+12

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados | Promedio de Valor
I ) Suma de Proba- »
as varia- cuadrados de los F bilidad critico
ciones libertad cuadrados para F
Entre 94375484.6484 2 47187742.3242 | 1.48E-05 | 0.999985 | 3.5546
grupos
Dentro de
los 5.7266E+13 18 3.1816E+12
grupos
Total 5.7266E+13 20
6000000 -
5000000 -
4000000 -
3000000 -

y=9781.1x-4493.8
R?=0.9999

AREA {mAbs)

2000000

1000000

0 100 200 300 400 500 600
CONCENTRACION (ug/mL)

Figura 9. Curva de calibracion Concentraciéon Vs Area
para la determinacion de la linealidad del sistema.*

* Curva de calibracién Concentracion Vs Area para la determinacion de la linealidad del sistema. José Manuel Martin Gress / Microsoft Excel® 2007 / Paint® 2007. 10
Oct 2013. Técnica digital. Archivo del autor.
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y=2067.4x+2297.1

400000 R?=0.9998

ALTURA { Volts)

200000

0 100 200 300 400 500 600
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Figura 10. Curva de calibracion Concentracion Vs Altura
para la determinacion de la linealidad del sistema. **

8.3.3. Exactitud y repetibilidad del método.

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos en la determinacion de
la exactitud y repetibilidad del método. Para estos parametros primero se
determind la cantidad de RIF recuperada con la ecuacién (y= mx+ b) de la
curva de calibracién de la Figura 9, luego se determiné el porcentaje de
recobro y se calculé el valor de la media aritmética, S, CV e IC (u). De
acuerdo a los criterios de aceptacion establecidos, se obtuvo una media
aritmética de 99.8123 % que esta dentro del intervalo 98-102 %, un CV de
1.0272 % y un IC (u) que incluye al 100 %.

** Curva de calibracién Concentracion Vs Altura para la determinacion de la linealidad del sistema. José Manuel Martin Gress / Microsoft Excel® 2007 / Paint® 2007.
10 Oct 2013. Técnica digital. Archivo del autor.
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Tabla 5. Exactitud y repetibilidad del método HPLC para la

cuantificacion in vitro de rifampicina en plasma de rata Wistar.

Concentracion i C. Recuperada Porcentaje de
Area (mAbs)
(ng/mL) (ng/mL) recobro (%)
1 500 4891654 500.5723 100.1145
2 500 4872263 498.5898 99.7179
3 500 4853961 496.7187 99.3437
4 500 4895379 500.9531 100.1906
5 500 4798342 491.0322 98.2064
6 500 4949648 506.5015 101.3003
Medidas estadisticas

Media 99.8123

S 1.0253

CV (%) 1.0272
IC (p)+ 100.8883

IC (p)- 98.7361

8.3.4. Linealidad del método.

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de la
linealidad del método. Para este parametro primero se determind la
cantidad de RIF recuperada y el porcentaje de recobro utilizando la
ecuacion (y= mx+ b) de la curva de calibracion de la Figura 9. Después se
construyd una nueva curva de calibracion con la relacion Concentracion
tedrica Vs Concentracion recuperada (Figura 11) y se calculé el valor de
der, r% IC (B4), IC (Bo) y CV yix- Con los porcentajes de recobro se calculo
el valor de la media aritmética, S, CV e IC (u). En la Tabla 7 se muestran
los resultados de la ANOVA con los datos de concentraciéon de RIF
recuperada. De acuerdo a los criterios de aceptacion establecidos, se
obtuvo un valor de r > 0.99, un r? > 0.98, un IC (B4) que incluye a la
unidad, un IC (Bo) que incluye al cero y un CV yx de 0.7210 %; para el
porcentaje de recobro se obtuvo una media aritmética de 100.4767 % que
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esta dentro del intervalo 98-102 %, un CV de 0.8100 % y un IC (M) que
incluye al 100 %. Por ultimo, el valor de F calculado es < al valor critico

para F en un nivel de confianza del 95 % entre 2 y 18 grados de libertad.

Tabla 6. Ensayo de linealidad del método HPLC para la cuantificacién in
vitro de rifampicina en plasma de rata Wistar.

Concentracion Concentracion Porcentajeo de
Curva n teérica (ug/mL) recuperada (pug/mL) recobro (%)
1 5 5.0614 101.2275
2 10 10.1836 101.8360
3 25 25.1568 100.6270
1 4 50 49.81922 99.6385
5 100 99.6004 99.6004
6 250 247.1339 98.8536
7 500 501.2093 100.2419
8 5 5.0574 101.1477
9 10 10.2250 101.9800
10 25 25.3242 101.2969
2 11 50 50.1639 100.3277
12 100 99.7590 99.7590
13 250 250.0324 100.0130
14 500 499.4016 99.8803
15 5 5.0708 101.4156
16 10 10.0771 100.7717
17 25 25.2538 101.0151
3 18 50 49.9207 99.8415
19 100 99.9269 99.9267
20 250 251.4301 100.5720
21 500 500.2007 100.0401
Medidas estadisticas
Media 100.4767
S 0.8139
CV (%) 0.8100
CVyx (%) 0.7210
r 0.9999
r* 0.9999
IC (Bo)* 0.5654
IC (Bo)- -0.5654
IC (B4)+ 1.0026
IC (B4)- 0.9974
IC (p)+ 100.8500
IC (u)- 100.1095
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Tabla 7. ANOVA realizado con los datos de concentracién de rifampicina

recuperada.
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Curva 1 7 938.1646 134.0235 33285.6955
Curva 2 7 939.9635 134.2805 33156.5155
Curva 3 7 941.8802 134.5543 33321.0416
ANALISIS DE VARIANZA
Origen d e Suma de Grados de el Proba- v“f'l.or
las varia- , de los F i~ critico
., cuadrados libertad bilidad
ciones cuadrados para F
Entre 0.9865 2 0.4932 | 1.48E-05 | 0.99998 | 3.5546
grupos
Dentro de
los 598579.51 18 33254.417
grupos
Total 598580.50 20
600 -
:
< 500 -
o
Ll
2 400 -
U
g
> £ 300 y = 1x- 4E-07
0% R?=0.9999
=1
g 200
o
|_
&
u 100
z
0
u 0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
CONCENTRACION TEORICA (pg/mL)

Figura 11. Curva de calibracién Concentracién teérica Vs
Concentracion recuperada para la determinacion de la
linealidad del método.*

* Curva de calibraciéon Concentracion tedrica Vs Concentracion recuperada para la determinacion de la linealidad del método. José Manuel Martin Gress / Microsoft
Excel® 2007 / Paint® 2007. 10 Oct 2013. Técnica digital. Archivo del autor.
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8.3.5. Reproducibilidad del método.

La Tabla 8 contiene los datos obtenidos por 2 analistas diferentes en dos
dias diferentes utilizando el mismo método, instrumentos y equipo. En la
Tabla 9 se muestra el valor calculado de la media aritmética, S y CV con
el area, la altura y la concentracion de RIF recuperada con los datos
obtenidos por ambos analista en ambos dias. De acuerdo al criterio de
aceptacion establecido, se obtuvo un CV de 1.7445 % para el area, un CV
de 1.7429 % para la concentraciéon de RIF recuperada calculada con el
area, un CV de 1.7273 % para la altura y un CV de 1.7312 % para la
concentracion de RIF recuperada calculada con la altura. Para calcular la
concentracion de RIF recuperada se utilizd la ecuaciéon (y= mx+ b) de las

curvas de calibracion de las Figuras 9y 10.

Tabla 8. Registro de datos obtenidos por 2 analistas diferentes en 2 dias

diferentes para determinar la reproducibilidad del método.

ANALISTA 1 ANALISTA 2
Area Altura tr Area Altura tr
(mAbs) (Volts) (min) (mAbs) (Volts) (min)
n DiA 1 DiA 1
1 4789184 994756 1.498 4981148 1020999 1.405
2 4794122 999587 1.491 4853833 1011358 1.404
3 4883674 1016034 1.499 4985817 1043132 1.401
Media 4822326.66 1003459 4940266 1025163
UEJ: S 53185.68 11154.9300 74889.57 16291.1300
CV (%) 1.1029 1.1100 1.5159 1.5900
n DiA 2 DiA 2
1 4799967 999676 1.498 4885995 1016987 1.400
2 4929679 1028123 1.499 5003366 1040976 1.402
3 4788245 997471 1.497 4984634 1039100 1.403
Media 4839297 1008423.33 4957998.33 1032354.33
UEJ: S 78492.23 17095.9900 63056.18 13341.5600
CV (%) 1.6200 1.6900 1.2700 1.2900
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Tabla 9. Reproducibilidad del método HPLC para la cuantificacion in

vitro de rifampicina en plasma de rata Wistar.

Area Concentracion Alt Vot C?::S:;:Zi:n
4789184 490.0960 994756 480.0517
4794122 490.6008 999587 482.3885
Analista 1, 4883674 499.7564 1016034 490.3439
Dialy2 4799967 491.1984 999676 482.4315
4929679 504.4599 1028123 496.1913
4788245 490.0000 997471 481.3649
4981148 509.7220 1020999 492.7454
4853833 496.7056 1011358 488.0821
Analista 2, 4985817 510.1993 1043132 503.4511
Dia1y2 4885995 499.9937 1016987 490.8048
5003366 511.9935 1040976 502.4083
4984634 510.0784 1039100 501.5009
Medidas
estadisticas
Media 4889972 500.4003 1017349.9167 490.9804
S 85307.6257 8.7216 17572.3446 8.4997
CV (%) 1.7445 1.7429 1.7273 1.7312

8.3.6. Limite de Deteccidon y Limite de Cuantificacion.

En la Tabla 10 se muestran los datos obtenidos en la determinacién del
Limite de Deteccidén y Cuantificacion. Para estos parametros primero se
determindé el valor de “” para el area y la altura de los picos
cromatograficos registrados, luego se construyd una curva de calibracién
con la relacién Concentracién Vs Area (Figura 12); se utilizé el area de los
picos debido a que el valor de su “r’ fue mayor en comparacién con el de la
altura. Posteriormente se calculd el valor de r’, m, Syx e IC (B1) y de
acuerdo a los criterios de aceptacion establecidos, se obtuvo un valor de r

>0.99, un r*>0.98 y un IC (B1) que no incluye al cero.
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Con el valor de m y Syx se calcul6 el valor del Limite de Deteccion y del
Limite de Cuantificacion por el método de desviacion estandar de la

regresion (Tabla 11).%°

Tabla 10. Datos que se utilizaron en la determinacion del

Limite de Deteccion y del Limite de Cuantificacion.

Area Altura tr
n Concentracion (ag/mL)
(mAbs) (Volts) (min)
1 1.5 10978 6757 1.440
2 1.5 11065 7012 1.450
3 1.5 10367 6356 1.442
4 3 24850 9477 1.438
5 3 25078 9657 1.400
6 3 25687 9715 1.450
7 4.5 39521 11987 1.443
8 4.5 41156 12550 1.451
9 4.5 39027 11593 1.441
Medidas estadisticas
r 0.9987 0.9904
r’ 0.9975
m 9699.3
Svix 678.5232
IC (B4) + 10136.04
IC (B4) - 9262.55

Tabla 11. Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion del
método HPLC para la cuantificacion in vitro de rifampicina

en plasma de rata Wistar.

LD =(3.3* S,y )/ m (ug/mL) 0.2307

LC=(10* S,y )/m (ug/mL) 0.6996
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Figura 12. Curva de calibracion Concentraciéon Vs Area
para calcular el Limite de Deteccion y el Limite de
Cuantificacion.*

8.3.7. Robustez.

En la Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos en la determinacion
de la robustez del método con los porcentajes de recobro de tres muestras
de RIF analizadas a la condicion cromatografica determinada para el
método y en seis condiciones cromatograficas diferentes, se recomienda
revisar los Anexos 4, 5 y 6 para apreciar las diferencias en el area, altura,
tiempo de retencion y forma de los picos en cada condicidon
cromatografica. De acuerdo al criterio de aceptacion establecido, el valor
de |di| fue < 2 % en las seis condiciones comatrograficas diferentes.

* Curva de calibracion Concentracion Vs Area para calcular el Limite de Deteccion y el Limite de Cuantificacion. José Manuel Martin Gress/ Microsoft Excel® 2007 /
Paint® 2007. 27 Oct 2013. Técnica digital. Archivo del autor.
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Tabla 12. Robustez del método HPLC para la cuantificacion in vitro de

rifampicina en plasma de rata Wistar.

Porcentajes de recobro en cada condicion cromatografica (%)

Medidas estadisticas

T. 25°C, T. 25°C, T. 25°C, T. 25°C, T. 18°C, T. 25°C,

flujo 1 flujo 1 flujo 1 flujo 1 flujo 1 flujo 1.5
mL/min mL/min mL/min mL/min mL/min mL/min
y ACN: y ACN: y ACN: y ACN: y ACN: y ACN:

SFPMB  SFPMB SFPMB SFPMB  SFPMB SFPMB

pH2.27 pH227 pH24  pH20 pH2.27  pH2.27

Normal (59:41) (65:35)  (61:39)  (61:39) (61:39) (61:39)
(0) (1) (2) (3) (4) (5) (6)

101.8503  100.0112 99.1930 104.0861 104.1834 101.8234 102.2859
2 101.3887 99.1967 98.9851 103.4830 104.0702 101.3844 102.1658
99.7033 97.7509 98.7796  101.3221 100.6884  100.2435 99.8096

Media  100.9808  98.9863  98.9858 102.9637 102.9806 101.1504  101.4204
|d4] (%) 1.9945

|d2] (%) 1.9950

|ds] (%) 1.9829

da] (%) 1.9998

|ds| (%) 0.1696

|de| (%) 0.4396

8.3.8. Estabilidad analitica de la muestra.

En las Tablas 13,14 y 15 se muestran los resultados obtenidos en la
determinacién de la estabilidad analitica de las muestras con RIF en tres
condiciones diferentes de almacenaje. En la Tabla 13 se aprecia que las
muestras de RIF almacenadas por 6 horas arrojaron un valor |d4|=
6.7292 % un resultado muy por encima del valor permitido por el criterio
de aceptacién, sin embargo su almacenamiento continué por 18 horas

mas unicamente para conocer el grado de degradacion de las muestras
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después de 24 horas de almacenamiento. En la Tabla 14 se observa que
las muestras se almacenaron por 24 horas debido a que el valor |dy|=
2.0256 % era mayor al valor permitido por el criterio de aceptacion. Por
ultimo, en la Tabla 15 se observa que las muestras se almacenaron
hasta por 72 horas debido a que el valor |d4|]= 2.1158 % ya era mayor al
valor permitido por el criterio de aceptacion. Se sugiere revisar el Anexo
7 para apreciar las diferencias entre el area, la altura y la cantidad de RIF
recuperada en cada condicién de almacenaje, también se recomienda
revisar el Anexo 8 para observar el producto de degradacién de RIF en
una muestra preparada sin BHT almacenada a temperatura ambiente y

expuesta a la luz.

Tabla 13. Estabilidad analitica de las muestras de RIF
almacenadas a temperatura ambiente, expuestas a la

luz y preparadas sin BHT.

Porcentajes de recobro (%)

Inicial 6 hrs. 24 hrs.
(0) (1) (2)

1 101.9347 94.1237 74.9653
2 101.8317 93.9389 74.9779

3 101.5053 94.0215 74.9094
Medidas estadisticas

Media 100.7572 94.0280 74.9509
| dq | (%) 6.7292
| d2 | (%) 25.8063
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Tabla 14. Estabilidad analitica de las muestras de RIF almacenadas

a temperatura ambiente y protegidas de la luz.

Porcentajes de recobro (%)

Inicial 6 hrs. 24 hrs.

" (0) (1) @)
1 100.2578 99.7057 98.2130
100.0793 99.5886 98.0346
100.1537 99.6180 98.1662

Medidas estadisticas
Media 100.1636 99.6374 98.1380
| d1] (%) 0.5262

| dz | (%) 2.0256

Tabla 15. Estabilidad analitica de las muestras de RIF almacenadas

a 4 °C y protegidas de la luz.

Porcentajes de recobro (%)

Inicial 6 hrs. 24 hrs. 48 hrs. 72 hrs.
(0) (1) (2) (3) (4)

101.8503 101.8478 101.5276 100.7078 98.9027
101.3887 101.1822 100.0413 100.6048 98.8645
99.7033 99.6419 99.3925 99.0516 98.8277

Medidas

estadisticas

Media  100.9808 100.8906  100.6538  100.1214  98.8650
| dq | (%) 0.0902

| da | (%) 0.3270

| ds | (%) 0.8594

| ds | (%) 2.1158

50



IX.- ANALISIS DE RESULTADOS.

Con respecto a la estandarizacién de la metodologia para la obtencién de

plasma de rata Wistar se puede comentar lo siguiente:

Para el proceso de la obtencion de sangre por puncion cardiaca en ratas Wistar
una vez que se afind la técnica, se logré que esta no representase un riesgo
mayor para las ratas, por lo que después de darles un periodo de recuperacion
de 30 dias como lo sugiere la bibliografia citada (65), las ratas estuvieron listas
para una nueva extraccion de sangre evitandose asi el sacrificio innecesario de
un mayor numero de ratas Wistar. Al extraer 3 mL de sangre en 40 ratas Wistar
se obtuvieron 103.6 mL de plasma ya desnaturalizado, en total se recolectaron
465.8 mL de plasma desnaturalizado de los cuales 434.7 mL se utilizaron en la
validacién del método analitico. El uso de sulfato de atropina para evitar la
taquicardia, taquipnea e hipersecrecion (63-65) provocados por el uso de éter
etilico como anestésico, no provoco interferencia alguna en la calidad del plasma
tanto en su obtencién, como en su almacenamiento y durante su uso en la
evaluacion de los parametros de desempefio. La cantidad de heparina sddica
utilizada como anticoagulante (69-72) tampoco provocé interferencia alguna en la
calidad del plasma. Para la obtencion del plasma, las muestras de sangre se
mantuvieron a 4 °C y fueron procesadas dentro de las primeras 6 horas de su
extraccion, la bibliografia cita que se pueden procesar antes de 24 horas de
haber sido extraidas bajo esa misma temperatura y antes de 6 horas si se
mantienen a temperatura ambiente (71-74), el plasma obtenido fue limpio, de
color sui generis y libre de hemolisis. Toda muestra de sangre y plasma que no
cumplid con estas condiciones fue desechada inmediatamente y cuando la
extraccion de sangre no se logré en el primer intento se descart6 la toma de
muestra con la finalidad de evitar danos fisicos y estrés en la rata. EI método
para la obtencion del plasma y su proceso de desnaturalizacion es laborioso, por
lo que una vez obtenido el plasma se sugiere almacenarlo inmediatamente a -40

°C e ir descongelando y desnaturalizando solo el volumen necesario para llevar a
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cabo la evaluacion de cada parametro de desempefo. Durante esta
investigacion, el plasma sin desnaturalizar se almacen6 a -40 °C por 4 meses
aunque la bibliografia cita que el plasma se puede almacenar a esta misma

temperatura hasta por 12 meses (71-74).

En cuanto a la determinacion de las condiciones cromatograficas para la

validacion del método analitico se comenta lo siguiente:

Se partio de las siguientes condiciones cromatograficas (29, 79-83):

e Fase movil: Acetonitrilo y solucion amortiguadora de fosfato de potasio
monobasico 0.05 M (ajustado a pH 3.0 con acido fosférico) en una
proporcion de 60:40 v/v.

e Velocidad de flujo: 1 mL/min.

e Longitud de onda: 254 nm.

e Temperatura del horno de la columna: Temperatura ambiente (la
temperatura ambiente promedio registrada en el laboratorio de
biofarmacia del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo fue de 18 °C).

Sin embargo, el pH y la proporcion de los disolventes de la fase movil se
modificaron en funcién a la linea base, ya que de acuerdo con la bibliografia
citada, una linea base totalmente recta indica que la proporcion de los
disolventes de la fase moévil y la interaccion entre la fase moévil y la fase
estacionaria se encuentran en equilibrio (58, 60,62). El pH y la proporcién de los
disolventes de la fase maovil también se modificaron en funcion de la respuesta
cromatografica generada tras la inyeccion de 25 uL de SRef-RIF, pues con las
condiciones de fase moévil anteriormente mencionadas no se obtenian picos
ideales “gaussianos”, los picos estaban coleados, con sefiales de ruido y con un
tiempo de retencion muy largo (12 minutos). Por lo tanto la fase maovil se modifico

hasta que se logré conseguir que la linea base fuera recta (Figura 7) y que los
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picos fueran gaussianos (Figura 8); esta fase mévil quedd conformada por
acetonitrilo y solucion amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05 M
ajustado a un pH de 2.27 en una proporcion de 61:39 v/v, con esta nueva fase
movil el tiempo de retencidén para la rifampicina quedé establecido a los 1.400
minutos de manera general. Cabe mencionar que una de las metas de la
Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn es obtener la mejor resolucion posible
en el menor tiempo posible (60). La longitud de onda se mantuvo en 254 nm
debido a que es la longitud de onda que establece la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos para la deteccién de rifampicina (79). Desde la busqueda de
la composicidén de la fase movil, el horno de la columna se mantenia apagado y
se trabajaba a temperatura ambiente, pero los tiempos de retencidn variaban
desde 1.2 hasta 2 minutos (debido al pH y a la proporcién de los disolventes), sin
embargo, una vez determinada la composicién de la fase mévil los tiempos de
retencién continuaban variando (desde 1.4 — 1.6 min) cada dia de analisis a
consecuencia de los cambios de temperatura en el ambiente conforme
transcurria el dia, por esta razon se decidié establecer una temperatura de 25 °C
como temperatura fija de trabajo para el horno de la columna. De acuerdo con la
bibliografia citada, una termorregulacién adecuada garantiza que los tiempos de
retencion e inclusive el ancho de la base de los picos cromatograficos sean lo
mas posiblemente reproducibles (60,62). La velocidad de flujo se mantuvo en 1
mL/min y fue la unica condicion cromatografica que no se modificod, una de las
razones de esta decision se debié a que en la bibliografia citada (80-83) se
trabajaba con velocidades de flujo entre 1-1.5 mL/min y debido a que la
velocidad de flujo que se utilizd desde un inicio se encontraba en este intervalo,

se decidié no modificar dicha condicion cromatografica.

En lo que respecta a la determinacion de los parametros de desempefio para la

validacion del método analitico se puede comentar lo siguiente:

En la evaluacién de la adecuabilidad del sistema (Tabla 1) se obtuvieron

coeficientes de variacién (CV) de 1.0281 % para el area y 1.1020 % para la
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altura de los picos cromatograficos registrados, el criterio de aceptacion para
este parametro de desempeio establece que el CV debera ser < 2 % (49,50-
52,56). Por lo tanto, los resultados obtenidos cumplieron con el criterio
establecido. En cuanto a los parametros cromatograficos (Tabla 2), se obtuvo un
valor para el factor de retencion (k) de 2.0102 y un valor para la resolucion (R) de
2.0229, el criterio de aceptacion establece que el valor de ambos debera ser > 2,
por lo tanto estos parametros también cumplieron con el criterio establecido
(49,50-52,56). El factor de retencion (k) de una columna describe la velocidad de
migracion (elucion) del analito a través de la columna y tiene relacion con la
composicion de la fase movil, la naturaleza del analito, el tiempo de retencion y el
ensanchamiento de los picos; de manera ideal, el factor de retenciéon para un
analito en una muestra debe estar entre 2 y 6, ya que si k fuera < 2 la elucion
ocurriria tan rapido que seria dificil determinar el tiempo de retencion y si k fuera
> 6 entonces la elucion seria muy larga (58,59,60,62), de acuerdo con el valor de
k obtenido en esta determinacion, se concluye que la elucion se lleva a cabo en
un buen tiempo. La resolucion (R) de una columna proporciona una medida
cuantitativa de su capacidad para separar dos analitos y se relaciona con la
composicion de la fase movil, el factor de retencion y la eficiencia de la columna,
el valor ideal de R es de 1.6, pero para la validacion de un método
cromatografico se considera un valor de R > 2 (58, 59, 60,62), por lo tanto, se
concluye que la separacion de los analitos que ocurre dentro de la columna
utilizada, es buena. La eficiencia de la columna (N) fue de 556.9600 platos
tedricos con una altura para los platos tedricos (H) de 0.0269 cm. La eficiencia
de una columna depende directamente de la velocidad del flujo, de la
composicién de la fase moévil, de la naturaleza del analito, del valor de k, del valor
de Ry principalmente de las caracteristicas mismas de la columna como el tipo
de empaque, el tamafo de particula del empaque, del diametro interno y de la
distancia de la columna (58, 59, 60,62). Por todo lo anterior, se determina que el

sistema HPLC posee adecuabilidad.
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En la evaluacion de la linealidad del sistema (Tabla 3) se obtuvo para las areas
registradas un valor de r = 0.9999, un valor de r*=0.9999 y un IC (B1) de 9756.46
a 9805.73; para las alturas registradas se obtuvo un valor de r = 0.9998, un valor
de r? =0.9998 y un IC (B4) de 2054.24 a 2080.56. El criterio de aceptacion
establece un valor de r = 0.99, un valor de r* 2 0.98 y un IC (B1) que no incluya a
la unidad (49,50-52,56), por lo tanto, los resultados obtenidos cumplen con los
criterios de aceptacion. También se demostré6 que las curvas de calibracion
construidas con el area y la altura de los picos (Figuras 9 y 10) poseen linealidad.
Debido a que existe una proporcién directa entre el area y la altura de los picos y
que esto no representa un problema, se eligié utilizar la informacion de las areas
para realizar un analisis de varianza con la finalidad de comprobar la linealidad
entre las curvas de calibracion que se utilizaron en la determinacion de este
parametro de desempefo. De acuerdo con el analisis de varianza realizado
(Tabla 4), se obtuvo un valor de F calculado < al valor critico para F en un nivel
de confianza del 95 % entre 2 y 18 grados de libertad. Esto significa que no
existe diferencia estadisticamente significativa entre las curvas y que los
resultados obtenidos son confiables (84-87). Por lo tanto, se determina que hay

linealidad en el sistema.

En la evaluacion de la exactitud y repetibilidad del método, se determiné para los
porcentajes de recobro (Tabla 5) una media aritmética de 99.8123 %, un CV de
1.0272 % y un IC (y) de 98.7361 a 100.8883 %. El criterio de aceptacion
establece un valor del CV < 2 %, una media aritmética entre 98-102 % y un IC (p)
que incluya al 100 % (49,50-52,56), por lo tanto, los resultados obtenidos
cumplen con los criterios de aceptacion. Ademas, se pudo confirmar que los
resultados obtenidos en estos parametros de desempeno son fiables, debido a
que se cumplieron los criterios de aceptacion establecidos para los ensayos de la
linealidad del sistema y del método. Por lo tanto, se demuestra que el método
HPLC para la cuantificacion in vitro de rifampicina en plasma de rata Wistar,

posee exactitud y repetibilidad.
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En la evaluacion de la linealidad del método, se determind para la
concentracion recuperada de rifampicina (Tabla 6) un valor de r = 0.9999, un
valor de r? =0.9999, un IC (B;) de 0.9974 a 1.0026, un IC (Bo) de -0.5654 a
0.5654 y un CV de 0.7210 %; para el porcentaje de recobro se determin6 una
media aritmética de 100.4767 %, un CV de 0.8100 % y un IC (u) de 100.1095 a
100.8500 %. El criterio de aceptacién establece un valor de r 2 0.99, un valor de
r 2 0.98, un IC (B4) que incluya a la unidad, un IC (Bo) que incluya al cero, un
CVyx =2 %, un IC () que incluya el 100 % y una media aritmética entre 98-102
% (49,50-52,56), por lo tanto, los resultados obtenidos cumplen con los criterios
de aceptacion. También se demostrd que la curva de calibracion construida con
la relacion Concentracién tedrica Vs Concentracién recuperada (Figura 11)
posee linealidad. Para comprobar la linealidad entre las curvas de calibracion
utilizadas en la determinaciéon de este parametro de desempefio, se realizé un
analisis de varianza utilizando la concentracion recuperada de rifampicina en
cada curva. De acuerdo con el andlisis de varianza realizado (Tabla 7), se
obtuvo un valor de F calculado < al valor critico para F en un nivel de confianza
del 95 % entre 2 y 18 grados de libertad. Esto significa que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre las curvas y que los resultados obtenidos
son confiables (84-87). Con todo esto, se demuestra que el método HPLC para
la cuantificacion in vitro de rifampicina en plasma de rata Wistar, posee

linealidad.

En la evaluacion de la reproducibilidad del método, se determind que con dos
analistas en dos dias distintos (Tabla 9) se obtiene un CV de 1.7445 % con el
area y un CV de 1.7273 % con la altura de todos los picos cromatograficos
registrados. El criterio de aceptacion para este parametro de desempefio
establece que el CV debera ser < 2 % (49,50-52,56), por lo tanto, los resultados
anteriores cumplen con el criterio establecido. Ademas, los resultados de la
Tabla 8 muestran con mayor claridad que las areas y alturas de los picos

registrados no variaron demasiado entre analista y dia de analisis segun los CV
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obtenidos. Por consiguiente, se demuestra que el método HPLC para la

cuantificacion in vitro de rifampicina en plasma de rata Wistar, es reproducible.

En la determinacion del Limite de Deteccion (LD) y del Limite de Cuantificacion
(LC) por el método de la desviacidon estandar de la regresion (50), el criterio de
aceptacion establece que el valor de r debera ser = 0.99, que el valor de r
debera ser 2 0.98 y que el IC (B1) no debera incluir el cero para poder garantizar
que el valor de la pendiente (m) y el valor de la desviacion estandar de la
regresion (Sy/x) son confiables para asi poder calcular el LD y el LC (50). Se
obtuvo (Tabla 10) un valor de r = 0.9987 para el area y un valor de r= 0.9904

([Pl

para la altura de los picos cromatograficos registrados, como la “r’ de las areas

es aun mayor que la “r’ de las alturas, se eligio el area para construir una curva
de calibracion (Figura 12) que demostré poseer linealidad, se determind un
valor de r’= 0.9975 y un IC (B1) de 9262.55 a 10136.04 por lo que los criterios
de aceptacion anteriormente mencionados se cumplieron. Finalmente se
determiné el valor de m, de Syx, el valor del LD y el valor del LC. Se calcul6 que
el equipo de HPLC posee un LD= 0.2307 ug/mL y un LC= 0.6996 ug/mL, lo que
significa que se podran detectar concentraciones de rifampicina = 0.2307 pg/mL

y cuantificar concentraciones de rifampicina = 0.6996 ug/mL.

En la determinacién de la robustez del método, el criterio de aceptacion
establece que el valor de |di| debera ser < 2 % (49,50-52,56). En las seis
condiciones cromatograficas diferentes a la condicibn cromatografica
determinada para el método se obtuvieron valores < 2 % (Tabla 12)
cumpliéndose asi, con el criterio de aceptacion establecido. En el Anexo 6 se
muestran los picos cromatograficos obtenidos en cada condicion cromatografica
diferente, se puede apreciar que los picos estan ligeramente coleados y que
algunos tienen sefales de ruido, sin embargo estos defectos no afectan a los
resultados obtenidos, pues se demostr6 matematicamente que el método
analitico tiene la capacidad de mantenerse dentro del criterio de aceptacion
establecido al no verse afectado por pequeinas pero deliberadas variaciones en
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las condiciones cromatograficas. Como dato adicional, se menciona que estas
variaciones en las condiciones cromatograficas representan las maximas
variaciones que se le pueden hacer al método sin que este pierda robustez. Por
lo tanto, se demuestra que el método HPLC para la cuantificacion in vitro de

rifampicina en plasma de rata Wistar, posee robustez.

Finalmente, en la determinacion de la estabilidad analitica de la muestra, el
criterio de aceptacion establece que el valor de |di| debera ser < 2 % (49,50-
52,56). Partiendo de esta premisa y con los resultados de la Tabla 13 se
determina que una muestra de rifampicina preparada sin BHT (antioxidante),
expuesta a la luz (fotolisis) y almacenada a temperatura ambiente, pierde mas
de un 6 % de su concentracion inicial después de seis horas de
almacenamiento bajo estas condiciones. Con los resultados de la Tabla 14 se
determina que una muestra de rifampicina preparada con BHT, protegida de la
luz y almacenada a temperatura ambiente, pierde un 2.0256 % de su
concentracion inicial después de 24 horas de almacenamiento bajo estas
condiciones. Por ultimo, con los resultados de la Tabla 15 se determina que una
muestra de rifampicina preparada con BHT, protegida de la luz y almacenada a
una temperatura de 4 °C, pierde un 2.1158 % de su concentracion inicial
después de 72 horas de almacenamiento bajo estas condiciones. Siendo mas
especificos con la interpretacién de estos resultados, la estabilidad analitica de
las muestras no presenta mayor complicaciéon siempre y cuando se utilice un
antioxidante y que las muestras se protejan perfectamente de la luz (natural o
artificial), sin embargo, si estas dos condiciones no se cumplen, la estabilidad
analitica de estas muestras se puede mantener dentro del criterio de aceptacion
si las muestras se analizan antes de 1 hora y 53 minutos de haber sido
preparadas, esto segun un calculo aproximado basado en los resultados de la
Tabla 13, también es importante sefalar que este dato sera de gran importancia
para los proximos estudios farmacocinéticos preclinicos en rata Wistar de los
que ya se ha venido hablando en esta tesis, pues una vez que se obtenga la
muestra de sangre, los investigadores tendran poco menos de 1 hora y 53
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minutos para analizar la muestra antes de que la sustancia de interés
(rifampicina) comience a degradarse. Por otro lado, la estabilidad analitica de
las muestras con rifampicina (usando un antioxidante y protegiendo de la luz)
dependera de que su analisis se realice dentro de las primeras 24 horas de
haber sido preparadas si se mantienen a temperatura ambiente y antes de 72
horas solo si se mantienen a una temperatura de 4 °C. Durante este trabajo de
investigacion todas las muestras se conservaron a temperatura ambiente, se
protegieron de la luz con papel aluminio, se mantuvieron en un lugar obscuro
con luz roja y todas las muestras se analizaron entre 1-2 horas después de
haber sido preparadas, ademas se utiliz6 BHT en una concentraciéon de 0.02%
(76-78) con respecto al volumen de la SRef-RIF. La razon del uso de este
antioxidante, se debidé a que no se disponia de acido citrico en el laboratorio
para adicionarlo en la fase movil como lo sugeria la bibliografia 79,80 y 82, por
lo que después de una busqueda bibliografica y considerando que se tenia al
alcance BHT en el laboratorio, se decidio utilizar el BHT en la SRef-RIF con la
concentracion antes mencionada ya que el objetivo de utilizar un antioxidante
(ya sea acido citrico, BHT o cualquier otro) es minimizar la degradacion de la
molécula por oxidacién con la finalidad de garantizar que la cuantificacion de

RIF fuera lo mas exacta posible.
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X.- CONCLUSIONES.

Se estandarizé una metodologia para la obtencion de plasma de rata Wistar con
la que se obtuvo un volumen de plasma considerable para la realizacion de esta
validacion, la calidad del plasma fue ideal sin complicaciones tanto en su
obtencion, como en su desnaturalizacién, en su almacenamiento y durante su
uso en este trabajo. Ademas, la técnica empleada para la extraccion de sangre
no representd un riesgo mayor para las ratas por lo que fue posible extraerles
otra muestra de sangre evitandose asi, el sacrificio innecesario de un mayor

numero de ratas Wistar.

Las condiciones cromatograficas determinadas fueron las ideales para la
deteccién y cuantificacion de rifampicina, con estas condiciones se logro
obtener picos gaussianos y tiempos de retencion reproducibles, también se
logré obtener una buena velocidad de elucion y una buena separacion segun

los valores de k y R obtenidos.

Con la determinacion de los parametros de desempefio y el cumplimiento de los
criterios de aceptacion establecidos para cada uno, se determind que el sistema
de HPLC posee adecuabilidad y linealidad. Se determind que la metodologia es
lineal, exacta, repetible, reproducible, robusta y que la estabilidad analitica de las
muestras con rifampicina dependera de la manipulacion de factores como la luz,
la oxidacién y la temperatura. Por lo tanto, el método HPLC para la cuantificacion
in vitro de rifampicina en plasma de rata Wistar desarrollado y validado en
laboratorio de biofarmacia del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad
Autéonoma del Estado de Hidalgo, cumple con el objetivo para el cual fue

disenado.
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XIll.- ANEXOS.

Anexo 1. Determinacién de los parametros cromatograficos.
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Figura 13. Elementos de un pico cromatografico.*
Simbologia
H Altura del plato (cm)
h Altura del pico (Volts)
L Longitud de la columna (cm)
w Ancho de la base del pico (min)
tm Tiempo muerto (min)
tr Tiempo de retencion (min)
Parametros
o Férmula Resultado
cromatograficos
Factor de capacidad k= (tr - tm) / tum 2.0102
Resoluciéon R= 2(trB - trA) / Wa + Wp 2.0229
Eficiencia de la columna N= 16 (tg / W)?

Altura del Plato Tedrico

556.9600 Platos Teo6ricos

H=L/N

0.0269 cm

Nota: Para calcular R, tB=1.121 min y W= 0.1 min de acuerdo con los datos del cromatograma del Anexo 7.

* Elementos de un pico cromatografico. José Manuel Martin Gress / Paint® 2007. 13 Dic 2013. Técnica digital. Archivo del autor.
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Anexo 2. Metodologia para preparar la fase movil.

Reactivos:

Acetonitrilo grado HPLC (Fermont®) 1 Litro

Agua grado HPLC (Ecopura®) 1 Litro

Fosfato de potasio monobasico grado analitico (J.T. 7 gramos

Baker®).

Acido fosférico grado analitico (Reasol®) 8 mL

Standard Buffer 4.01 pH (Macron Fine Chemicals®) 5 mL

Standard Buffer 7.0 pH (Macron Fine Chemicals®) 5mL

Materiales:
3 Matraz de kitasato (Pirex®) de 1 Litro
3 Matraz Erlenmeyer (Pirex®) de 1 Litro
2 Vaso de precipitado (Pirex®) de 1 Litro
1 Matraz volumétrico (Pirex®) de 1 Litro
2 Probeta graduada (Pirex®) de 1 Litro
1 Vidrio de reloj
1 Espatula de acero inoxidable
1 Pipeta graduada (Pirex®) de 10 mL
1 Bomba de vacio(Felisa® 1500)
1 Bafio ultrasénico (Aquasonic®)
1 pHmetro (CORNING® 7)
1 Balanza analitica (Precisa® 92SM-202A)
1 Equipo para filtrado al vacio (Kimax®)
2 Filtros de nylon 0.45 pm diametro (Merck Millipore®)
2 Filtros de celulosa 0.45 pm didmetro ( Merck Millipore®))
1 Rollo de papel parafilm (AMERICAN CAN®)
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PROCEDIMIENTO:

e Soluciéon amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05 M pH 2.27
(Figura 14):

1. Calibrar el pHmetro con el Standar Buffer pH 7.0 y luego con el Standar
Buffer pH 4.01.

2. Pesar 6.8181 g de fosfato de potasio monobasico y agregarlo a un matraz
volumeétrico de 1 L.

3. Adicionar 0.5 L de agua HPLC y disolver perfectamente.

4. Agregar 7.2 mL de acido fosfoérico y llevar al volumen de aforo con agua
HPLC.

5. Vaciar la solucién en un vaso de precipitados de 1 L, medir el pH y ajustarlo
a pH 2.27 con acido fosforico.
Filtrar la solucidn al vacio utilizando un filtro de celulosa de 0.45 pm.

7. Vaciar a un matraz Erlenmeyer y desgasificar en bano ultrasénico por 15
minutos.

8. Sellar perfectamente el matraz Erlenmeyer con papel parafilm.

-4

Calibrar el Pesar Aforar y Filtrar Desgasificar Sellar
pHmetro ajustar pH perfectamente

Figura 14. Preparacion de la solucién amortiguadora de fosfato de
potasio monobasico 0.05 M pH 2.27.*

* Preparacion de la soluciéon amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05 M pH 2.27. José Manuel Martin Gress / Paint® 2007. 3 Nov 2013. Fotomontaje

digital. Archivo del autor.
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e Acetonitrilo (Figura 15):

1.Filtrar al vacio 1 L de ACN utilizando un filtro de nylon de 0.45 um.
2.Vaciar a un matraz Erlenmeyer y desgasificar por 15 minutos.

3. Sellar perfectamente el matraz Erlenmeyer con papel parafilm.

ACN Filtrar Desgasificar Sellar
perfectamente

Figura 15. Filtracion y desgasificacion de ACN.**

Preparacion de la Fase Movil:

1. Mezclar en un matraz Erlenmeyer 690 mL de Acetonitrilo y 390 mL de
solucion amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05 M ajustado
a pH 2.27 para obtener una relacion 61:39 v/v.

2. Filtrar al vacio la mezcla utilizando un filtro de nylon de 0.45 ym y después
desgasificar por 10 minutos.

3. Sellar perfectamente con papel parafilm y utilizar a temperatura ambiente o
en su caso almacenar a 4 °C.

4. Sila fase movil se almacena a 4 °C, se debera desgasificar por 20 minutos

a temperatura ambiente antes de ser utilizada en el cromatografo.

** Filtracion y desgasificacion de ACN. José Manuel Martin Gress / Paint® 2007. 3 Nov 2013. Fotomontaje digital. Archivo del autor.
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Anexo 3. Formulas utilizadas.

SUMATORIA DE X X
SUMATORIA DE Y Y
SUMATORIA DE X2 X2
SUMATORIA DE Y? TY?
SUMATORIA DE XY XY
NUMERO DE EVENTOS n
. Zy/n
MEDIA ARITMETICA
2x/n

DESVIACION ESTANDAR

S= ((n (£xY)- (£x)?)/ (n/n-1))""?

DESVIACION ESTANDAR DE LA
REGRESION

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

COEFICIENTE DE VARIACION

CV= (S/ZX/n) x 100

COEFICIENTE DE VARIACION DE
REGRESION

CVuy= (Syx /( Zy/n)) (100)

PENDIENTE

m= ( Xxy - Zx Xy )/(n £x* —( Zx)z)

ORDENADA AL ORIGEN

b= (£x% Zyi-Exiyi) (NZ x2 ™ ( xi)?)

COEFICIENTE DE CORRELACION

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

r*=(n(Zxy)-(Ex)(Zy))*/(n(£x?)-(2x)?)(n(Zy*)-( Zy)

INTERVALO DE CONFIANZA PARA
LA PENDIENTE

IC (B1)=m % t 0.975n-2 Sm1
Smi1= Syix (1/ £x*- ((£x)*/n))*?
Syix = ((Zy*-mExy-bZy)/n-2)"?

INTERVALO DE CONFIANZA PARA
LA MEDIA POBLACIONAL

IC()= (Zy/n)* t 0.975n1(s/(n)"?)

INTERVALO DE CONFIANZA PARA
LA ORDENADA AL ORIGEN

IC (Bo)=b % t 0.975,n-2 Sho
Sbo=Syx ((1/n) + (221 £x* - ((2x)/n))) "

Z= 2x/n

MEDIA ARITMETICA DE LA ,

A Yo=Zyo/ no
CONDICION NORMAL
MEDIA ARITMETICA DE CADA
CONDICION DIFERENTE A LA ;

A Yi= Zyi/ n;
CONDICION NORMAL
DIFERENCIA ABSOLUTA DE LA
MEDIA ARITMETICA DE CADA
CONDICION RESPECTO DE LA ..

[di [=] Yi- Yo

MEDIA ARITMETICA DE LA
CONDICION NORMAL

LiIMITE DE CUANTIFICACION

LC=(10* Syx )/ m

LiIMITE DE DETECCION

LD=(3.3* Syx )/ m

EFICIENCIA DE LA COLUMNA

N=16 (tr /W)?; N=L/H

FACTOR DE RETENCION

k= (tR - t|v|) / tm

RESOLUCION R= 2(trB - trA) / Wa + Wg
MOLARIDAD M=n/V ; M=g/VPM
pH pH= -log[H']
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Anexo 4. Datos registrados de tres muestras de rifampicina analizadas a la

condiciéon cromatografica determinada para el método.

Concentracion Porcentaje
Concentraciéon | n Area Altura tr recuperada de recobro
(ng/mL) (mAbs) (Volts) (min) (ng/mL) (%)
1 4976548 | 1029876 1.475 509.2517 101.8503
500 2 | 4953975 | 1025674 | 1.4751 506.9439 101.3887
3 | 4871546 | 1012765 1.473 498.5165 99.7033
Fgmn Time
00 4 L0
; 9 2] §
L]
~
§ PSR ¥ b
(] "‘1 040 r-1.‘5 r'u 17.‘-5 150 *Ic I;i %
Wiki
Detector UV/Vis
Resules
Retention Time Arga Area %e Height Heignt %o
1475 4976548 100.00 1020876  100.00

Figura 16. Cromatograma de una muestra de 500 pg/mL de
RIF analizada a la condicion determinada para el método.*

* Cromatograma de una muestra de 500 pg/mL de RIF analizada a la condicién determinada para el método. José Manuel Martin Gress / EZstar® 7.7 / Paint® 2007.

9 Nov 2013. Imagen escaneada. Archivo del autor.
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Anexo 5. Datos de area, altura y tiempo de retencién de una muestra de

500 pg/mL de rifampicina analizada en seis diferentes condiciones

cromatograficas.

Concentracion Porcentaje
Condicién Area Altura tr recuperada de recobro
cromatogréfica (mAbs) (Volts) (min) (ng/mL) (%)

F. Movil ACN: 4846772 | 109758 | 1.592 495.9836 99.1967
SFPMB pH 2.27 4886602 | 101800 | 1.589 500.0558 100.0112
R 25710y 4776064 | 104429 | 1.591 488.7546 97.7509
1mL/min Media 08.9863

F. Mévil ACN: 4846593 | 1489872 | 1.350 495.9654 99.1930
SFPMB pH 2.27 4836423 | 1472587 | 1.340 494.9256 98.9851
(EERE), 218 4826371 | 1487578 | 1.310 493.8979 98.7796
1mL/min Media 08.9858
F. Mévil ACN: 5056398 | 531799 | 2.367 517.4154 103.4830
SFPMB pH 2.4 5085887 | 532021 | 2.328 520.4303 104.0861
e, 218 4950714 | 546069 | 2.352 506.6105 101.3221
L Media | 102.9637
F. Movil ACN: 5090649 | 856745 | 1.424 520.9172 104.1834
SFPMB pH 2.0 5085112 | 872879 | 1.420 520.3511 104.0702
(i, B35 4919723 | 885974 | 1.422 503.4420 100.6884
oty Media | 102.9806
F. Movil ACN: 4975231 | 1033684 | 1.672 509.1171 101.8234
SFPMB pH 2.27 4953763 | 1029396 | 1.670 506.9222 101.3844
=iy e 4897963 | 1046768 | 1.674 501.2173 100.2435
oty Media | 101.1504
F. Mévil ACN: 4997848 | 1029876 | 1.477 511.4294 102.2859
SFPMB pH 2.27 4991975 | 1025674 | 1.471 510.8289 102.1658
LR, e 4876746 | 1012765 | 1.475 499.0481 99.8096
1.5 mL/min Media 101.4204
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Anexo 6: Cromatogramas de una muestra de 500 pg/mL de rifampicina

analizada en seis diferentes condiciones cromatograficas.

Lh-1,

°C, a 1 mL/min y a una proporcion de fase movil de ACN: Solucién

105 Eem:nhme L10D
[-1
1
- B La
1oy :_}_j_\__\_\_
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00 0% 050 0% i 1% 1% 1M w8 1M
[IET) 4
Figura 17. Cromatograma de una muestra de 500 pg/mL de RIF analizada a 25

amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05 M pH 2.27 (59:41).*
" éet_edm Tiie : Rk
16 4 100
g
§ $
504 \ 50
] 'llu——_’_"—""‘—q“f'h-—h——-—-——.__n
0.00 025 030 038 10 125 40 18 100 215
I B
Figura 18. Cromatograma de una muestra de 500 pg/mL de RIF analizada a 25

°C, a 1 mL/min y a una proporcion de fase moévil de ACN: Solucion
amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05 M pH 2.27 (65:35). **
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Figura 19. Cromatograma de una muestra de 500 pyg/mL de RIF analizada a 25
°C, a 1 mL/min y a una proporcion de fase movil de ACN: Soluciéon

amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05 M pH 2.4 (61:39). ***
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Figura 20. Cromatograma de una muestra de 500 pg/mL de RIF analizada a 25
°C, a 1 mL/min y a una proporcion de fase movil de ACN: Solucién
amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05 M pH 2.0 (61:39). ****
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Figura 21. Cromatograma de una muestra de 500 pg/mL de RIF analizada a 18
°C, a 1 mL/min y a una proporcion de fase movil de ACN: Solucién
amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05 M pH 2.27 (61:39). *****
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Figura 22. Cromatograma de una muestra de 500 pg/mL de RIF analizada a 25
°C, a 1.5 mL/min y a una proporcion de fase mévil de ACN: Solucién
amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05 M pH 2.27 (61:39). ******

De * a ****** Cromatogramas de una muestra de 500 pg/mL analizada en seis diferentes condiciones. José Manuel Martin Gress / EZstar® 7.7 / Paint® 2007. 17

Nov 2013. Imagenes escaneadas. Archivo del autor.
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Anexo 7. Datos de los cromatogramas registrados en la determinacién de

la estabilidad analitica de la muestra.

A. Muestras de 500 upg/mL de rifampicina almacenadas a temperatura ambiente,

expuestas a la luz y preparadas sin BHT.

Concentracion | Porcentaje
n Area Altura recuperada de recobro
Tiempo tr (min)
(mAbs) (Volts) (ng/mL) (%)
1 4980675 1029876 1.445 509.6736 101.9347
Concentracion "2 1" 4975638 | 1025674 | 1.444 509.1586 101.8317
nicial (0'hrs.) 731 4950675 1012765 | 1.443 507.5266 101.5053
Media 100.7572
1 4598675 998543 1.440 470.6187 94.1237
6 hrs. 2 4589638 987953 1.447 469.6947 94.0215
3 4593675 983265 1.441 470.1075 93.9389
Media 94.0280
1 3661720 868971 1.435 374.8263 74.9779
24 hrs. 2 3662341 859797 1.439 374.8898 74.9653
3658987 849854 1.432 374.5469 74.9094
Media 74.9509

B. Muestras de 500 pg/mL

protegidas de la luz.

de rifampicina almacenadas a temperatura ambiente y

Concentracion | Porcentaje
Tiempo n Area Altura tx (min) recuperada de recobro
(mAbs) (Volts) (ug/mL) (%)
1 4898665 1047865 1.445 501.2890 100.2578
Concentracion 4889938 1035876 1.455 500.3968 100.0793
inicial (0 hrs.) 4893575 1045234 1.453 500.7687 100.1537
Media | 100.1636
1 4871665 983786 1.400 498.5286 99.7057
6 hrs. 2 4865938 985587 1.420 497.9431 99.5886
3 4867375 987523 1.444 498.0900 99.6180
Media 99.6374
1 4798665 981736 1.440 491.0652 98.2134
24 hrs. 4789938 979567 1.450 490.1730 98.0346
4796375 982521 1.453 490.8311 98.1662
Media 98.1380
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C. Muestras de 500 pyg/mL de rifampicina almacenadas a 4 °C y protegidas de la luz.

Concentracion Porcentaje
Tiempo Area Altura tr (min) recuperada de recobro
(mAbs) | (Volts) (ng/mL) (%)

4976548 | 1029876 | 1.475 509.2517 101.8503
Concentracion 4953975 | 1025674 | 1.475 506.9439 101.3887
Lokl e 4871546 | 1012765 | 1.473 498.5165 99.7033
Media | 100.9808
4976428 | 1026776 | 1.470 509.2394 101.8478
6 hrs 4943875 | 1024974 | 1.476 507.9560 101.1822
4868546 | 1012351 | 1.460 498.6187 99.6419
Media 100.8906
4960765 | 1026626 | 1.463 507.6380 101.5276
S 4936983 | 1024831 | 1.468 505.2066 101.0413
4856349 | 1012032 | 1.461 496.9627 99.3925
Media 100.6538
4920675 | 1019636 | 1.424 503.5393 100.7078
48 hrs. 4915638 | 1018431 | 1.420 503.0243 100.6048
4839675 | 1011032 | 1.422 495.2580 99.0516
Media 100.1214
4832391 | 1013684 | 1.478 494.5134 98.9027
72 hrs. 4830543 | 1012396 | 1.480 494.3244 98.8645
4828721 | 1010768 | 1.460 494.1382 98.8277
Media 98.8650
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Anexo 8. Cromatograma de una muestra de rifampicina sin BHT,

almacenada durante 24 horas a temperatura ambiente y expuesta a la luz.

W00 e e mm e m e i rmr s s s s s s s s e s e e - 1000
Retention Time N
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‘woks
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0.0o 025 (11 075 100 116 150 11 100 125 140

(1Y
Detector UV/Vis
Results
Retention Time Aren Areah Height Height%
1433 661720 100.00 863971 100.00
L1l

Figura 23. Cromatograma de una muestra de 500 pg/mL de RIF
preparada sin BHT, almacenada a temperatura ambiente y

expuesta a la luz.*

* Cromatograma de una muestra de 500 pg/mL de RIF preparada sin BHT, almacenada a temperatura ambiente y expuesta a la luz. José Manuel Martin Gress /

EZstar® 7.7 / Paint® 2007. 17 Nov 2013. Imagen escaneada. Archivo del autor.
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XIll.- GLOSARIO.

>

Banda cromatografica: es la distribucion (idealmente gaussiana) de la
concentracion de las especies eluidas alrededor de un valor central.
Cromatograma: es el resultado grafico de la cromatografia.
Cromatoégrafo: es el equipo que permite una separaciéon sofisticada, por
ejemplo, un cromatdgrafo de gases o un cromatégrafo de liquidos.
Eficiencia de columna (N): es la medida del grado de ensanchamiento de
una banda cromatografica; se suele expresar en términos de altura “H” de
los platos o del numero “N” de platos tedricos.

Factor de capacidad/ retencién (k): es el parametro experimental que se
utiliza para describir la velocidad de migracion de los analitos en una
columna determinada.

Linea base: es la porcidon del cromatograma que registra la respuesta del
detector cuando solo sale de la columna la fase movil.

Numero de platos tedricos: es la caracteristica de una columna
cromatografica que se emplea para describir su eficiencia.

Resolucién (R): Es el parametro que proporciona una medida cuantitativa
de la capacidad de una columna para separar dos analitos e indicar la
calidad de la separacion.

Ruido: se refiere a las fluctuaciones aleatorias de una senal analitica que
proceden de un gran numero de variables no controladas y que
distorsionan la senal.

Senal: se refiriere a la representacion grafica del analito cuando pasa por
el detector.

Tiempo muerto (tm): es el tiempo que tarda la fase movil en pasar a través
de la columna y es equivalente al tiempo para una sustancia no retenida.
Tiempo de retencion (tg): es el tiempo transcurrido desde que el
compuesto es inyectado hasta que alcance y genere una senal en el

detector.
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