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RESUMEN
M.C. Norma Cecilia Cavazos Rocha Fecha de graduacion: Agosto 2006
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Titulo del estudio; DESARROLLO DE METODQS ANALITICOS PARA LA
DETERMINACION SIMULTANEA DE ANTIMICROBIANOS
PROPUESTOS EN EL. TRATAMIENTO CONTRA ACTINOMICETOMA

Numero de péiginas: 125 Candidato para el grado de Doctor en Ciencias
con especialidad en Quimica Biomédica

Area de estudio: Quimica Analitica

Propasite y Método de Estudio:

El Micetomna es un sindrome anatomociinico de tipo inflamatorio crénico que afecta piel, tejido celular, a
menudo huesos y en ocasiones visceras. La localizacidn més frecuente es ¢l pie, y se caracteriza por
aumento de volumen, deformacién del drea, y fistulas que drenan un exudado seroso o purulento en el
que s¢ encuenira el microorganismo formando “granos”, Para el tratamiento del micetoma causado por
Nocardia brasiliensis (actinomicetoma) se utiliza ¢l esquema trimetoprim-sulfametoxazol, y, para casos
severos, se afiade la amikacina. Sin embargo, este tratamiento debe administrarse por varios meses y atn
afios, y en ocasiones no se logra la recuperacion del paciente. Ademds, el tratamiento con amikacina
puede presentar efectos secundarios como nefrotoxicidad y ototoxicidad. Por esta razén, es necesario la
evaluacion de nuevos agentes que permitan una cura més efectiva sin presentar efectos colaterales, Se
han evaluado nuevos antimicrobianos, entre ellos linezolid y garenoxacina, los cuales han demestrado
una gran actividad contra Neocardia brasiliensis. Es necesario contar con métodos analiticos rdpidos,
sensibles ¥ exactos que permitan la medicidn de estos agenies en estudios in vivo para obtener datos que
permitan estudiar la farmacocinética y farmacodinamia de estos nuevos agentes.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar métodos analiticos para determinar en forma simultdnea
antimicrobianos que han presentado una actividad notable conira esta bacteria. Los antibidticos
determinados en este trabajo fueron linezolid, garenoxacina, amoxicilina, ¥ sulfametoxazol- trimetoprim.
Se utilizo6 la cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplada con detectores UV de arreglo de
diodos v de Fluorescencia. Se desarrollaron las técnicas de extraceidn de estos antimicrobianos a partir de
plasma v tejido de raton infectado con actinomicetoma, ya que el ratdn sera utilizado como modelo
animal para la evaluacion de la efectividad del tratamiento con estos nuevos antimicrobianos aplicados en
forma individual o en mezclas. Los métodos desarrollados fueron validados tomando en cuenta los
pardmetros de validacidn establecidos por la FDA en ¢l documento Guias de validacidn para métodos
anaiiticos.

El tratamiento establecido para la extraccion de antimicrobianos tanto de plasma como de tejido de
ratén fue la precipitacion de proteinas. Al trabajar en plasma se obtuvieron recuperaciones desde 71%
para la amoxicilina hasta 118% para trimetoprim. La precision del método fue de un 5.8% hasta 12% para
los diferentes antimicrobianos. Los limites de cuantificacién establecidos son de 2.4 pg/mL para la
amoxicilina y de 0.3 pg/ml para linezolid, garenoxacina, trimetoprim y suifametoxazol. En tejido de
ratén infectado con actinomicetoma se obtuvieron recuperaciones desde 72% para la amoxicilina hasta
122 9% para el sulfametoxazol. Los limites de cuantificacidén establecidos son de 3.75 ug/ml. para la
amoxicilina y de 0.375 pg/mL para el reste de los antimicrobianos. Las muestras de plasma con
aniimicrobianos son estables en congelacion a —20°C hasta por seis meses.

Conclusiones y Contribuciones

Los métodos desarroliados para la determinacidn de antimicrobianos en plasma y tejido de ratdn son
répidos, sencillos, econdmicos, sensibles y exactos . Son aplicables para la determinacién de estos
agentes tanto en plasma como en tejido ya que permiten cuantificar concentraciones iguales o menores a
la concentracion minima inhibitoria establecida para Nocardia barsiliensis. Los métodos desarrollados
permitirin continvar cop el estudio de la farmacocinética y farmacodinamia de estos agenies y
contribuiran para seleccionar el tratamiento mas eficaz y adecuado para esta enfermedad.

FIRMA DEL I}IRECTOR
/ —"/7 P =
Y g 6
Dra. Ma. De la.Luz Sathzar €avazos.
=




DEDICATORIA

A Héctor, mi esposo,

porque juntos hemos llegado hasta el final de este trabajo

A mi Ceci, Keko y Cynthia Marcela,

con todo mi amor.

A mis padres, Norma y Francisco (7)
porque siempre estan ahi, donde yo estoy.

Gracias a ellos soy lo que soy.

A mis hermanos, Connie, Isaac y Paco.

A los papas de Heéctor, también mis papas,
Lilia y Ezequiel,

por Su gran apoyo, paciencia y comprension.



AGRADECIMIENTOS

A Dios, porque gracias a El todo es posible.

A mi esposo Héctor y mis hijos Cecy, Héctor y Marce, por aguantar, comprender y

apoyarme.

A mis hermanos Conny, Isaac y Paco, y la familia de cada uno de ellos, por su apoyo,

por todo lo que hemos vivido, y que nos impulsa a continuar siempre juntos.

A mi cufiada Lety, por su gran apoyo, ayuda y comprension.

A la Dra. Maria de la Luz Salazar, gracias por su amistad, por conipartir sus

conocimientos, por su tiempo, su esfuerzo, su apoyo y sus conse)jos.

A la Dra. Noemi Waksman, por su tiempo dedicado a este trabajo y por sus consejos.

Al los miembros de mi comisién, Dr. Lucio Vera, Dr. Oliverio Welsh y Dr. Mario

César Salinas, por su tiempo y sus conocimientos compartidos.

A Lidia, gracias por fu apoyo en todo momento y tus consejos que siempre me ayudaron

a seguir adelante

A Idalia, gracias por compartir conmigo las etapas de este trabajo, (v con los ratoncitos

también). Gracias a ti y a tu familia,

A mis amigos y compaifieros de posgrado, en especial a Aurora, a la maestra Nora y a
Anabel, por el tiempo que pasamos juntas en ¢l laboratorio, por escucharme, por sus
consejos, apoyo ¥ por su tiempo. Por darme cuenta que gracias a esta amistad, vale la

pena continuar.



A Maribel, por su gran apoyo, siempre cuidando el buen funcionamiento del

cromatografo, y por su amistad.

A Marta y a Gloria, por aguantarme y ayudarme siempre que se los solicitaba

A Agustin, por su buena disposicidn y su apoyo.

A Ivomne, Lucy, Ricardo, a todos mis compafieros de trabajo, y a todos aquellas
personas que no mencioné, pero que contribuyeron a la terminacién de esta tesis.
GRACIAS!H!

A CONACYT por el apoyo econémico personal durante este trabajo

A SEP-PROMEP/103.5/022346 y PAICYT CA855-04 por el apoyo econémico para la

realizacion de este trabajo.



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

o Factor de selectividad

ACN Acetonitrilo

AMX Amoxicilina

ANOVA Analisis de varianza

B Beta

CLAR Cromatografia de liquidos de alta
resolucion

Cs Columna cromatografica de fase inversa
de octasilano

Cu Columpna cromatografica de fase inversa
de octadecilsilano

Y Coeficiente de variacion

° Grado

DAD Detector de arreglo de diodos

DDS 4.4 diamino dimetil sulfona

DNBC Dinitrobencilcloruro

ds Desviacion estandar

FDNB Fluoro 2,4 dinitrobenceno

R Factor de respuesta

g Gramos

GR Garenoxacina

HPLC Cromatografia de liquidos de alta
resolucion

kg Kilogramo

A Longitud de onda

Lex Longitud de onda de excitacion

hem Longitud de onda de emision

L Litro

L7 Linezolid

m Pendiente de la curva de calibracion

mg Miligramo

MIC Concentracion minima inhibitoria

MICs, Concentracién minima inhibitoria del

50% del crecimiento bacteriano



MICoq

Hg

e

M

mL

wm

min

mm

nm

N

NaOH
NaH,P0O,
I
K>HPO,
OPA/2 ME
PABA
pKa

pH
%

R
RSD
g 2
SMX
SXT

tp
TBA
R
TMP
t0
TEA
TFA

Concentracién minima inhibitoria del
9()% del crecimiento bacteriano
Microgramo

Microlitro

Molar

Mililitro

Micrémetro

Minuto

Milimetro

Nandmetro

Numero de platos tedricos
Hidréxido de sodio

Fosfato diacido de sodiog
Factor de capacidad

Fosfato monoacido de potasio
Ortoftaldehido/ 2 mercaptoetanol
Acido p-aminobenzoico

Logaritmo inverso de la constante de
acidez
Potencial hidrégeno

Porciento

Resolucidén

Desviacion estandar relativa
Varianza

Sulfametoxazol
Sulfametoxazol-trimetoprim
Tiempo muerto

Tamaifio de particula
Fosfato de tetrabutilamonio
Tiempo de retencidn
Trimetoprim

Tiempo muerto

Trietilamina

Acido trifluoroacético



TNBS

UV-Vis

Mg <

2,4.,6 trinitrobencensulfonico
Ultravioleta
Ultravioleta-visible
Volumen

Ancho del pico en su base

Media o promedio



CAPITULO

INDICE

INTRODUCCION

1.1 Micetoma
1.1.1  Definicién
1.1.2  Distribucién mundial
1.1.3  Etipoatogenia
1.1.4 Cuadro clinico
1.1.5 Micetoma en México
1.1.6  Terapia

1.2 Actinomicetoma
1.2.1 Tratamiento de actinomicetoma causado por
Nocardia brasiliensis.

1.3 Caracteristicas de los antimicrobianos propuestos en el
tratamiento de actinomicetoma por N. brasiliensis.

1.4 Antecedentes
1.4.1 Meétodos analiticos para la determinacion de
antimicrobianos
1.4.1.1 Amikacina
1.4.1.2 Amoxicilina-Acido clavulanico
1.4.1.3 Linezolid
1.4.1.4 Garenoxacina
1.4.1.5  Sulfametoxazol-Trimetoprim

1.4.2 Tratamiento de la muestra
1.4.2.1 Desproteinizacion
1.4.2.2 Extraccion en fase sélida
1.4.2.3 Analisis de antimicrobianos en
fluidos bioldgicos
1.4.2.4 Analisis de antimicrobianos en
tejido

1.4 Justificacidn
1.5 Objetivo general
1.6 Objetivos especificos

MATERIALES Y METODOS

2.1 Equipos
2.1 Materiales
2.3 Reactivos

Pagina

[ L e

13

28

28
29
30
32
32
33

34
34
35
35

36

37
38
38

39
40
41



2.4 Métodos

2.4.1 Preparacién de soluciones
2.4.1.1 Reactivos
2.4.1.2 Estandares

2.4.2 Condiciones cromatograficas

2.4.3 Optimizacién del sistema cromatografico

2.4.4 Validacidn del sistema cromatografico
2.4.4.1 Linealidad
2.4.4.2 Limite de deteccidn
2.4.4.3 Limite de cuantificacion
2.4.4.4 Precision
2.4.4.5 Robustez
2.4.4.6 Estabilidad

2.4.5 Métodos de tratamiento de muestra
2.4.5.1 Eleccién del solvente de
desproteinizacion
2.4.5.2 Eleccién del volumen de plasma

2.4.6 Desarrollo de métodos
2.4.6.1 Plasma
2.4.6.2 Tejido de ratén infectado con
actinomicetoma

2.4.7 Validacion de métodos
2.4.7.1 Linealidad
2.4.7.2 Limite de deteccion
2.4.7.3 Limite de cuantificacion
2.4.7.4 Precisién
2.4.7.5 Exactitud
2.4.7.6 Selectividad
2.4.7.7 Estabilidad

2.4.8 Analisis de Amikacina por CLAR-
Fluorescencia con OPA/2ME

2.4.9 Aplicabilidad
2.4.9.1 Determinacion en plasma
2.4.9.2 Tejido de ratdn infectado con
actinomicetoma

3 RESULTADOS

3.1 Sistema cromatografico

3.1.1 Optimizacién del sistema
3.1.2 Validacion del sistema: CLAR con deteccidon
uv
3.1.2.1 Intervalo lineal

42
43
44

45

48
49
49
50
50
52

52
53
54
54
55
36
57
37
57

58
59

59

60

60

62
65

65



3.1.2.2 Limites de deteccidn y
cuantificacion

3.1.2.3 Precision intradia e interdia
3.1.2.4 Robustez

3.1.2.5 Estabilidad

3.1.3 Validacién del sistema CLAR con deteccidn
por Fluorescencia
3.1.3.1 Intervalo lineal
3.1.3.2 Limites de deteccidon y
cuantificacién
3.1.3.3 Precision intradiza e interdia
3.1.3.4 Robustez

3.1.4 Analisis d Amikacina por CLAR-
Fluorescencia OPA/2ME

3.2 Métodos analiticos desarrollados en plasma y tejido

3.2.1 Tratamiento de la muestra
3.2.1.1 Eleccidn del solvente
3.2.1.2 Volumen de 1a muestra

3.2.2 Validacién del método cromatografico para la
determinacion de antimicrobianos en plasma:
CLAR-UV 254 nm

3.2.2.1 Linealidad, limites de deteccién y

cuantificacidén

3.2.2.2 Precision

3.2.2.3 Exactitud

3.2.2.4 Selectividad

3.2.2.5 Estabilidad

3.2.3 Validacion del método cromtatografico para
la determinacién de antimicrobianos en plasma:
CLAR -Fuorescencia

3.2.3.1 Linealidad, limites de deteccidn y

cuantificacion

3.2.3.2 Precision

3.2.3.3 Exactitud

3.2.4 Validacién del método cromtatografico para
la determinacion de antimicrobianos en tejido de
ratén infectado con actinomicetoma: CLAR-UV
254 nm

3.2.4.1 Linealidad, limites de deteccién y

cuantificacion

3.2.4.2 Precision

3.2.4.3 Exactitud

3.2.4.4 Selectividad

66
68
69
70

71
71

73
73
74

75

77

77
78

79
80

82
84
84
85

87
87
88

89
91
92
92



3.2.5 Aplicaciones

3.2.5.1 Determinaciones en plasma 93

3.2.5.2 Determinaciones en tejido de ratén
infectado con actinomicetoma 94

4 DISCUSION

4.1 Desarrollo del método 97
4.1.1 Separacion cromatografica 97
4.1.2 Analisis de Acido clavulanico 105
4.1.3 Analisis de Amikacina 105
4.1.4 Métodos de deteccion 106
4.2 Tratamiento de muestras 107

4.3 Validacién de los métodos desarrollados
4.3.1 Intervalo lineal, limites de deteccidn y de

cuantificacién 109
4.3.2 Precision 110
4.3.3 Exactitud 111
4.3.4 Robustez 112
4.3.4 Estabilidad 112

4.4 Aplicabilidad

4.4.1 Determinaciones en plasma 113
4.4.2 Determinaciones en tejido de ratén infectado
con actinomicetoma 114

5 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
5.1 Conclusiones 116
5.2 Perspectivas 117

BIBLIOGRAFIA 118



Tabla

IL.

II1.

IV.

VL

VIL

VIIL

IX.

XL

XIL

XIIL

XIV.

XV.

XVIL

INDICE DE TABLAS

Apgentes causales de Micetoma.
Efecto de la combinacién de antimicrobianos en la
MIC para aislamientos clinicos de Nocardia

brasiliensis.

Efecto de los antimicrobianos en el curso natural de la
infeccidon con N. brasiliensis en ratones BALB/¢.,

Actividad de DA-7867 vy otros antimicrobianos contra
aislados en Nocardia brasilienses.

Condiciones cromatograficas probadas durante el
desarrollo del método.

Programas de gradiente de elucion utilizados para la
optimizacion del sistema cromatografico.

Disefio experimental para evaluar robustez.

Parametros de eficiencia obtenidos durante la
optimizacién del sistema cromatografico.

Programa de elucién para la separacidén de los
antimicorobianos.

Rango lineal y ecuaciones de regresidén obtenidos para
antimicrobianos. Deteccién UV.

Limites de deteccion y  cuantificacion  de
antimicrobianos. Deteccidn UV,

Precision intradia del sistema cromatografico.
Precisién interdia del sistema cromatogréfico.
Resultados del ensayo de robustez.,

Rango lineal y ecuaciones de regresion obtenidos para
antimicrobianos, Deteccidn por Fluorescencia.

Limites de  deteccion vy  cuantificacién  de
antimicrobianos. Deteccion por Fluorescencia.

Pagina

10

11

11

45

46

31

63

64

66

68

69
70
72

72

74



XVIIL

XVIL

XIX.

XX.

XXI.

XXIL

XXIIL

XXIV.

XXV,

XXVIL

XXVIIL

XXVIIL

XXIX.

XXX.

XXXI.

Precision intradia e interdia del sistema cromatogréfico.

Recuperaciones obtemidas con diferentes agentes
precipitantes.

Analisis de varianza.
Prueba F.

Rango lineal y ecuaciones de regresidn obtenidos para
antimicrobianos. en plasma de ratén. Deteccion por UV.

Limites de  deteccion vy  cuantificaciéon  de
antimicrobianos. Deteccion UV,

Precision intradia..
Precision interdia.

Determinacién  de  antimicrobianos en  plasma.
Recuperaciones obtenidas a tres niveles de
concentracion.

Rango lineal y ecuaciones de regresion obtenidos para
garenoxacina en plasma de ratdn. Deteccién por
Fluorescencia.

Limites de deteccidbn y  cuantificacidn  para
garenoxacina. Deteccion por Fluorescencia.

Rango lineal y ecuaciones de regresion obtenidos para
antimicrobianos en tejido de raton infectado con
actinomicetoma. Deteccidn por UV,

Limites de deteccidn y  cuantificacién  para
antimicrobianos en tejido de raton infectado con
actinomicetoma. Deteccidn por UV,

Precisién intradia e interdia.
Determinacidén de antimicrobianos en tejido de ratdn

infectade  con  actinomicetoma.  Recuperaciones
obtenidas a tres niveles de concentracién.

74

77

78

79

81

81

83

84

84

87

88

90

92

90

93



Figura

10.

11.

12
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

INDICE DE. FIGURAS

Distribucion mundial del micetoma
Micetoma por Nocardia brasiliensis
Estructura quimica del sulfato de amikacina
Estructura quimica dela amoxicilina
Estructura quimica del clavulanato de potasio
Estructura quimica la garenoxacina
Estructura quimica del linezolid

Principales metabolitos del linezolid
Estructura quimica del sulfametoxazol
Estructura quimica del trimetoprim

Etapas en ¢l matabolismo de folato bloqueado por
sulfonamidas y trimetoprim

Metabolitos del Sulfametoxazol
Reaccién del OPA/ 2ME con grupo amino

Cromatograma de la mezcla estandar de antimicrobianos
a5 pg/mL por UV

Cromatograma de la mezcla estdndar de antimicrobianos
a 5 pg/mL por Fluorescencia

Espectros de absorcion de los antimicrobianos

Curvas de calibracion para cada uno de los
antimicrobianos

Graficas control de estabilidad de los antimicrabianos en
la mezcla estindar

Curvas de calibracion de Garenoxacina, Linezolid y
Sulfametoxazol por fluorescencia

Cromatogramas del andlisis de Amikacina con
OPA/2ME en estandar v en plasma

Pagina

14
16
17
19
21
23
24
25

26

28
60

04

65

65

67

!

73

76



21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Cromatograma de la mezcla de estdndares a 5 pg/mL en

plasma de ratén

Curvas de calibracién de antimicrobianos en plasma de
ratoén

a) Graficas control para establecer estabilidad de
antimicrobtanos en plasma congelado a -20 °C
b) Gréficas control para establecer estabilidad de
antimicrobianos en muestras de plasma

Cromatograma de la mezcla de estandares en tejido de
ratén infectado con actinomicetoma

Curvas de calibracién de antimicrobianos en tejido
Cromatograma del linezolid en plasma de raton

Cromatograma de andlisis de garenoxacina por UV y
Fluorescencia

Andlisis de linezolid y garenoxacina en tejido de ratén

Andlisis de la mezcla sulfametoxazol-trimetoprim-
linezolid en tejido de raton

79

82

85

86

89

91

93

94

95

96



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Micetoma

1.1.1 Definicion

El Micetoma es un sindrome anatomoclinico de tipo inflamatorio cronico que
afecta piel, tejido celular, a menudo huesos y en ocasiones visceras. La localizacion
mas frecuente es el pie, y se caracteriza por aumento de volumen, deformacién del
area, y fistulas que drenan un exudado seroso o purulenfo en el que se encuentra el

microorganismo formando “granos”.

1.1.2 Distribucién mundial

Esta enfermedad existe en todo el munde y su distribucion depende de
condiciones geograficas y ecoldgicas. Se encuentra sobre todo en una banda
transversal que sigue el Trépico de Céncer, entre los 14 y 33° de latitud norte,

principalmente en Asia y Africa (Figura 1).

En Asia y Africa predomina en regiones intertropicales con clima subtropical

de altura o tropical senegalés, con precipitacién pluvial de 150 a 1000 mm. El lugar



de mayor prevalencia en el mundo es Sudan. También es altamente endémico en
India, México, Centroamérica y Sudamérica, asi como la region del Mediterrineo.

En América se ha estudiado mds en Brasil, Venezuela y México (Arenas 1993).

Esta enfermedad predomina en el sexo masculino en una proporcién de 4 a 1.
Se ha observado frecuentemente en campesinos que andan descalzos o usan
huaraches, ya que estdn mds expuestos a los traumatismos; también se ha encontrado
en individnos con diferentes ocupaciones como estudiantes, profesionistas, obreros,
amas de casa, entre otras; gencralmente se presenta en una edad entre los [6 y 45
afios, aunque se ha reportado en nifos desde 3 afos hasta adultos de 70 afios. Su

tiempo de evolucién fluctia entre los 2 y 3 aiios (Arenas 1993).
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Figura 1. Distribucién mundial del micetoma.
El color rojo indica los lugares de mayor frecuencia

1.1.3 Etiopatogenia



Ei micetoma pueden ser causado por dos grupos de agentes: los eumicetos u
hongos verdaderos, y los actinomicetos. En 1963 se obtuvieron datos de la
distribucidn geografica mundial de 854 casos: 60% fueron actinomicetomas y 40%
eumicetomas. La distribucién de las especies causales varia con el clima, ¢l relieve
del suelo, la precipitacién pluvial v otros factores ecoldgicos. Se encontré la
siguiente frecuencia de agentes causales: Nocardia brasiliensis 32%, Madurella
mycetomatis 19%, Actinomadura pelletieri 9%, Actinomadura madurae 8%,
Streptomyces somaliensis %, Leptosphaeris senegaliensis 5% y Monosporium

apiospermum 3% (Arenas 1993, Lopez Martinez 1992).

Los agentes causales viven como saprofitos en la naturaleza, en el suelo o en
los vegetales; se introducen a la piel del ser humano a través de un traumatismo,
habitualmente una espina vegetal, pero pueden hacerlo mediante una astilla de
madera, piedras, instrumentos metdlicos o picaduras de animales contaminados por
tierra. Después de la penetracién, hay crecimiento lento del microorganismo, con

respuesta inmunitaria ineficaz y acumulacidn de neutrdfilos.

En general existe una alta resistencia a la mfeccion. Después de dias o meses de
incubacidn, los microorganismos emiten filamentos en los tejidos y se agrupan en
colonias mas o menos compactas llamadas “granos”, que son eliminados en un
exudado mucoide o purulento a través de fistulas. Alrededor del grano hay reaccién
histica formada principalmente por polimorfonucleares, fibrosis v neoformacién
vascular. La lesion se extiende por contigliidad; puede haber alteraciones dseas. En la
ultima fase de invasion es posible que afecte tendones, nervios, asi como vasos

sanguineos y linfaticos (Arenas 1993).



La evolucién es lenta pero progresiva, sin regresion espontanea. Se extiende
tanto en la superficie como en planos profundos, tejido subcutaneo, musculos y
huesos, los cuales quedan afectados segun el microorganismo causal. Invade, ¢
incluso puede destruir, huesos pequefios como los del pie v las vértebras (Arenas

1993).

1.1.4 Cuadro clinico

Suele afectar una regidn, y el sitio donde con mayvor frecuencia se localiza es en
las exiremidades inferiores; predomina en el pie, aunque puede observarse en
cualquier otra localizacidn, como pierna, rodilla, muslo, mano, antebrazo, brazo,
hombro, pared abdominal, region preesternal, dorso, y rara vez la cara 0 la cabeza. El

sitio de la lesion tiene relacion directa con el punto de inoculacién.

El sindrome se caracteriza por aumento de volumen, deformacion de la regién
y numerosos orificios fistulosoes, sitios de salida de un exudade sercpurulento donde

se encuentran los “granos” (Figura 2).

La importancia médica de] micetoma radica en su notoria cronicidad, dada en
parte por el retardo en el diagndstico etiolégico, por la invasion destructiva de todos
los tejidos de la region afectada y por no contar con medicamentos totalmente
eficaces para el tratamiento, lo cual conduce a las subsecuenties complicaciones

(Arenas 1993).

1.1.5 Micetoma en México.
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En México alrededor de 98% de los micetomas son actinomicetomas y ¢l 2% restante
son de origen micdtico (Lépez Martinez 1992). El 86% de los actinomicetomas son
causados por N. brasiliensis, el resto se distribuye entre A. madurae, S. somaliensis,

N. asteroides y A. pelletieri (Tabla I}.

Figura 2. Micetoma en pie por Nocardia brasiliensis



TABLA I

AGENTES CAUSALES DE MICETOMA

Eumicetoma Actinomicetoma

Madurell romatis* Nocardia brasiliensis*
adurella mycetomatis

) ) Actinomadura madurae
Monosporium apioespermun

_ Streptomyces somaliensis
Madurella grisea

) o Nocardia asteroides
Leptosphaeria senegaliensis
Actinomadura pelletieri
Nocardia transvalensis

Nocardiopsis dassonvillei

* Agente causal mas frecuentemente aislado Welsh 1992

La enfermedad ha sido reportada en numerosos estados, pero la mayor parte de
los casos provienen de Morelos, Jalisco, Nuevo Leén, San Luis Potosi, Veracruz,

Guerrero, Michoacan, Querétaro, Puebla y Oaxaca (Lavalle 1966, Lopez 1992).

En Nuevo Ledn, en el Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario, se
estudiaron 101 casos de micetoma en el periodo de 1990 al 2003. E] 84% de ellos
fueron causados por actinomicetomas y de éstos, el 73% fue causado por Nocardia

brasiliensis (Cantt Garza 2004),

1.1.6 Terapia
Eumicetomas

Se han reportado tratamientos eficaces de eumicetoma utilizando ketoconazol
en dosis de 400 mg/dia, itraconazol de 300 o 400 mg/dia y anfotericina B de 0.5 a
12.5 mg/kg/dia. Cuando la lesion no responde a la terapia médica, se requiere el

tratamiento quirGrgico. Después de la cirugia, se debe continuar la terapia con



antimicoticos al menos durante 1 & 2 afios para evitar recurrencias de la enfermedad

(Welsh, 1994).

Actinomicetomas
El tratamiento de actinomicetomas es con antimicrobianos, principalmente con

sulfametoxazol-trimetoprim.

1.2 Actinomicetoma

1.2.1 Tratamiento de actinomicetoma causado por Nocardia hrasiliensis.

En el tratamiento de los actinomicetomas por Necardia barsiliensis se han
empleado principalmente las sulfonamidas {DDS}), sulfanilamidas, griseofulvina, y,
con menor frecuencia, se ha empleado también rifampicina, tetraciclinas, 1soniacida,
clofazimina y estreptomicina (Lavalle 1992, Arenas 1993). En todos los casos los
resuitados han sido variables, pero el esquema que ha resultado con mayor eficacia
de tratamiento ha sido la combinacidon sulfametoxazol-trimetoprim (SXT) en dosis de
400 y 80 mg/kg/dia respectivamente, administrado durante varios meses o hasta por
uno o dos afios. Durante los ultimos 20 afios, éste ha sido considerado el tratamiento
de eleccién; sin embargo, este tratamiento puede causar irritaciones en la piel,
problemas gastrointestinales y anemia. A pesar de que esta combinacion es dada

hasta por dos afios, la tasa de curacidn es del 70% (Welsh, 1994).

Daldovisio en 1978 y Gombert en 1982, reportaron un efecto inhibitorio in
vitro de amikacina sobre N. asteroides (Daldovisio 1978, Gombert [982). También

se reporto que ratones infectados con Nocardia habian respondido bien al tratamiento



con este aminoglicdsido (Wallace 1979). Con estos antecedentes, Welsh decidio
administrar el tratamiento amikacina en combinacidon con sulfametoxazol-
trimetoprim a un paciente con actinomicetoma que presentaba diseminacion
pulmonar, y en donde se considerd que era requerida una accion terapéutica mas
rapida y efectiva en un corto plazo. Los resultados clinicos reportados fueron una
mejoria notable y una recuperacion casi completa del paciente (Welsh, 1985).
Posteriormente, en 1987, Welsh y colaboradores reportan una respuesta terapéuiica
excelente obtenida con amikacina sola v en combinacién con sulfametoxazol-
trimetoprim, en el tratamiento de 15 pacientes con micetoma actinomicdtico que
habian presentado previamente una pobre respuesta a los agentes terapéuticos
tradicionales y/o cuyos organos importantes como pulmoén, hueso y columna
vertebral, estaban comprometidos. En el mismo trabajo se reporta que la
combinacién amikacina-sulfametoxazol-trimetoprim es bastante superior a otros

esquemas de tratamiento y aun al tratamiento con amikacina sola (Welsh 1987).

Por lo anterior, en los ultimos 15 afios, en el Servicio de Dermatologia del
Hospital Universitario se ha aplicado como tratamiento para actinomicetoma el
esquema de sulfametoxazol-trimetoprim (SXT) en dosis de 400 vy 80 mg/kg/dia
respectivamente, y, para casos severos esta indicada la combinacién SXT, en la
misma dosis, con amikacina. Esta ultima se administra en una dosis de 15 mg/kg/dia.
Este tratamiento se indica por un periodo de cinco semanas, durante las cuales la
amikacina se administra, junto con SXT, durante las primeras tres semanas, y el SXT
solo durante las siguientes dos semanas, y asi completar un ciclo de tratamiento. Los

ciclos de terapéutica pueden variar de entre uno a cuatro (Welsh 1994).



Como se menciond anteriormente, el uso de la combinacién SXT presenta una
tasa de curacion del 70%, y al combinar SXT con amikacina la tasa de curacion
aumenta al 95% (Welsh 1987). Sin embargo, en algunos casos, aun con el uso de
amikacina, los pacientes no presentan mejoria. Por otra parte, la amikacina, como los
otros aminoglicosidos, puede producir efectos secundarios tales como ototoxicidad y
nefrotoxicidad. Por estas razones ha sido necesaria la evaluacién de la actividad in
vitro de otros agentes antimicrobianos en contra de N. brasiliensis, en busca de
obtener mejores alternativas terapéuticas mds potentes y menos tdxicas para el

tratamiento contra actinomicetoma (Vera-Cabrera 2001, Gémez-Flores 2004).

Gomez Flores y colaboradores evaluaron la actividad in vivo e in vitro contra
Nocardia brasiliensis de diversos grupos de antimicrobianos. Se realizé un primer
rastreo de actividad con 44 antimicrobianos incluyendo aminoglicésidos,
cefalosporinas, penicilinas, quinolonas, macrolidos vy algunos otros. Los
antimicrobianos que presentaron actividad fueron linezolid, amikacina, gentamicina,
isepamicina, netilmicina, tobramicina, mincciclina, amoxicilina-acido clavulénico,
piperacilina-tazobactam, nitroxolina y espiramicina. La actividad fue confirmada

cuantitativamente con un ensayo utilizando el métode de microdilucion en placa.

Dado que el esquema de combinacion de antimicrobianos parece ser mejor en
el tratamiento para actinomicetoma (Gomez-Flores 2004), las combinaciones de
amoxicilina-4dcido clavuldnico, ¢l linezolid v la amikacina fucron probados. En todos
los casos se observd un cfecto sinergista, particularmente amoxicilina-acido

clavulanico en combinacién con linezolid (Tabla II).
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TABLA NI

EFECTO DE LA COMBINACION DE ANTIMICROBIANOS
EN LA MIC PARA AISLAMIENTOS CLINICOS DE N. brasiliensis

Combinacion Efecto
Sinergista Aditivo Antagonista
Amikacina-SXT 4 7 0
Amoxicilina-Acido clavulénico-SXT 7 4 0
Linezolid-SXT 7 4 0

Linezolid-Amoxicilina-Acido

clavulanico

(Gomez-Flores 2004)

Para probar el efecto de los antimicrobianos en el curso de la infeccién con N.
brasiliensis, los antimicrobianos linezolid, amikacina y amoxicilina-4cido
clavuldnico fueron probados ir vivo en un modelo experimental en ratones BALB/c.
De los antimicrobianos utilizados, 10s mejores resultados se obtuvieron con linezolid

(Tabla IIT).

Por todo lo anterior, se sugiere que otros antimicrobianos pueden ser utilizados

en el tratamiento de actinomicetoma por N. brasiliensis (Gomez-Flores 2004).

Por otra parte, Vera Cabrera y colaboradores reportaron, en el 2004, la actividad in
vitro de otros antimicroblanos contra aislados de N, brasifiensis. Estos
antimicrobianos incluian la gatifloxacina, moxitloxacina, garenoxacina (clasificadas
como quinolonas} y una nueva oxazolidinona denominada DA-7867. Los resultados
obtenidos mostraron una actividad de las tres quinolonas similar a la de amikacina.
La quinolona mas activa fue la garenoxacina. Los aislados de N. brasiliensis

mostraron una gran sensibilidad a DA 7867 en comparacion con la sensibilidad
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mostrada hacta linezolid v amikacina. Estos datos se muestran ¢n la tabla IV (Vera-

Cabrera 2004).

TABLA 111
EFECTO DE LOS ANTIMICROBIANOS EN EL CURSO NATURAL
DE LA INFECCION CON N. brasiliensis EN RATONES BALB/c*

No de animales*

Grado de . ) Amoxicilina-Acido
- feccion Solu‘c1c'm Linezolid Clavutinico Amikacina
salina (25 mg/kg) (25 mg/kg) (25 mg/kg)
4+ 9 2 3 5
3+ 1 0 0 3
2+ 0 0 2 |
1+ 2 2 2 1
+/- 0 4 3 0
Negativo 3 7 5 5
* El numero indica los animales con el grado de infeccion. {(Gbmez-Flores 2004)
TABLA IV

ACTIVIDAD DE DA-7867 Y OTROS ANTIMICROBIANOS
CONTRA AISLADOS DE N, brasiliensis

MIC pg/mL

Antimicrobiano

Intervalo {pg/mL) 50% 0%
Amikacina 0.125-4 1 4
SXT 2.3/0.12-19/1 4.75/0.25 9.5/0.5
Linezohd 0.12-2 0.5 1
DA-7867 0.015-0.12 0.03 0.06
Gatifloxacina 0.25-2 0.5 2
Moxifloxacina 0.25-2 0.5 2
(arenoxacina 0.12-1 0.5 0.5

(Vera-Cabrera 2004)
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Aunque una actividad in vitro de un antimicrobiano es {uertemente presuntiva
de su actividad in vivo, es necesario confirmar la utilidad clinica de cualquiera de
estos antimicrobianos en estudios con animales de laboratorio (Vera-Cabrera 2004).
Para estudiar la efectividad del tratamiento de actinomicetoma con estos
medicamentos y/o las combinaciones entre ellos, s necesario contar con métodos
analiticos que permitan la determinacion y cuantificacioén de estos agentes en tejidos
y fluidos bioldgicos. Esto permitiria correlacionar datos de mediciones de niveles de
estos antimicrobianos con datos clinicos y de esta manera seleccionar el esquema de

tratamiento mas adecuado.,

Este trabajo de tesis surge en respuesta a la necesidad del Servicio de
Dermatologfa del Hospital Universitario de evaluar nuevos antimicrobianos que
puedan ser utilizados, solos o en sus combinaciones, en ¢l tratamiento de
actinomicetoma. La determinacidn de las concentraciones de estos antimicrobianos
tanto en plasma como en tejido contribuira al estudio de su farmacocinética y la

seleccion del o los agentes mas eficaces para el tratamiento de esta enfermedad.

Para el desarrollo del método analitico, en este trabajo fueron seleccionados
antimicrobianos que han presentado una notable actividad contra aislados de
Nocardia brasiliensis. linezolid, amoxicilina-acido clavulanico, garenoxacina,
ademds de los antimicrobianos del esquema tradicional amikacina y sulfametoxazol-
trimetoprim. Se trabaj¢ en plasma y tejido de ratén, ya que ¢éste serd el modelo
experimental en el cual seran administrados estos antimicrobianos, o en diferentes
combinaciones. Cabe mencionar que, durante ¢l desarrollo del presente trabajo,

fueron desarrollados métodos que permitieron la medicidn de otros antimicrobianos
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de reciente estudio y que ha sido demostrada su elevada actividad contra Nocardia
brasiliensis. Estos antimicrobianos son la gatifloxacina y la oxazolidinona DA-7867

(Vera-Cabrera 2003).

1.3 Caracteristicas de los antimicrobianos propuestos para el tratamiento de

actinomicetoma causado por Nocardia brasiliensis

Los antibioticos son metabolitos microbianos o andlogos sintéticos que, en
pequefias dosis, inhiben el crecimiento y supervivencia de microorganismos, sin
causar toxicidad al huésped. Ejemplos de ellos son las penicilinas y las tetraciclinas.
Los antibidticos son los medicamentos més frecuentemente prescritos en la
actualidad, sin embargo, su efectividad puede verse disminuida por el desarrollo de
resistencia de los microorganismos a estos agentes. En muchos casos, la utilidad
clinica de los antibidticos naturales ha sido superada a través de manipulacién
quimica de la estructura original, logrando un espectro antimicrobiano mas amplio,
una mayor potencia, menor toxicidad y una administracién mas conveniente.
Ejemplos de estos antibioticos semisintéticos son la amoxicilina y la doxiciclina. Las
sustancias sintéticas no relacionadas con los productos naturales que inhiben o
causan la muerte de los microorganismos son referidas coma  agentes

antimicrobianos (Gringauz 1997).

1.3.1 Amikacina (sulfato de amikacina)

Su formula estructural es la siguiente:
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Figura 3. Estructura quimica del suifato de amikacina

Nombre quimico: sulfato de (S)-0O-3-Amino-3-desoxi-o-d-glucopiranosil-(1 —4)-O-
(6-amino-6-desoxi-ot-D-glucopiranosil-(1 —6))-N°-(4-amino-L-2-hidroxibutiril }-2-
desoxi-L-estreptamina.

Formula molecular: Co:HazNsO1322H250,

Peso molecular: 717 g/mol

La amikacina pertenece al grupo de los aminoglicosidos. Es un polvo blanco a
amarillo claro, amorfo o cristalino. Es muy soluble en agua; muy poco soluble en

metanol, acetona, éter dietilico y cloroformo (Index Merk, 2001).

Mecanismo de accion

Los aminoglicdsidos son bactericidas rapidos. La destruecion bacteriana
depende de la concentracidn: cuanta mds alta es, mayor la rapidez con que destruyve
microorganismos. También es caracteristica de los aminoglicdsidos una actividad

bactericida residual, que persiste después de disminuir la concentracion sérica a

menoes de la concentracidn inhibitornia minima.

Espectro antibacteriano.
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Tiene actividad in vitro contra Pseudomonas spp, Escherichi coli, Proteus spp,
Providencia spp, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Serratia spp, Acinetobacter spp,

Citrobacter freundii, Staphylococcus spp.

Absorcion, distribucion y excrecion:

Los aminoglicdsidos son cationes fuertemente polares, por ello su absorcion es
muy escasa en las vias gastrointestinales. Se absorben con rapidez en los sitios de
inyeccién intramuscular., Las concenfraciones maximas en plasma se alcanzan
después de 30 a 90 minutos de la administracidn. Por su naturaleza polar no penetran
con facilidad en las células del sistema nervioso central y ojo. Las concentraciones
en secreciones y tejidos son pequefias. Se excretan casi por completo, sin
metabolizar, por fiitracién glomerular y se alcanzan concentraciones de 50 a 200
pg/mL en orina. Una fraccidn grande de la dosis parenteral se excreta intacta en las
primeras 24 horas; la mayor parte de ellas aparece en orina en las primeras 12 horas.
Las vidas medias de los aminoglucdsidos en plasma son semejantes y varian de 2 a 3

horas en individuos con funcién renal normal.

La dosis recomendada de amikacina es de 15 mg/kg/dia en una sola dosis o en
dos o tres fracciones iguales. La amikacina se absorbe con rapidez después de una

aplicacion intramuscular, vy luego de inyectar 7.5 mg/kg de peso, las concentraciones
maximas en plasma se acercan a 20 pg/mL. La concentracién 12 horas después de

una dosis de 7.5 myg/kg esde 5 a 10 pg/mL.

{sos
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El sulfato de amikacina esta indicado en el tratamiento de las infecciones del
aparato respiratorio bajo, del aparato genitourinario, de huesos y articulaciones, del
sistema nervioso central, de piel v tejidos blandos, asi como de infecciones
intrabdominales, septicemia, bacteremias y quemaduras e infecciones postoperatorias

producidas por bacterias gramnegativas sensibles (Godman 2003).

Actividad en contra de Nocardiu
En el 2004, al evaluar la actividad de varicos antimicrobianos contra Nocardia
brasiliensis, Gémez y colaboradores reportaron para la amikacina una MICsy de 2

pg/mL y MIC ¢y de 4 pg/mL (Gémez-Flores 2004).

1.3.2 Amoxicilina-Acido Clavulanico
Amoxicilina:

La formula estructural de este antimicrobiano es la siguiente:

0 CHy

S
oH—Q*(IJH—J:—NH —c|:H —(lz/ \T/"“"“CHa

NH
O0=—C——N —CHCOOH

Figura 4. Estructura quimica de la amoxicilina

Formula molecular: Ci¢HigN3OsS
Nombre quimico: 6- [ (R)-2-amino-2-p-hidroxifenil) acetamida]-3.3-dimetil-7-0xo0-
4-tia-l-azabiciclo [3.2.2] heptano-2-4cido carboxilico.

Peso molecular: 365 g/mol
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Es un polvo blanco, inoloro y cristalino y ligeramente soluble en agua. Tiene

un pKa de 2.7 y 7 y un maximo de absorcion de 229 nm en metanol (Index Merk).

Clavulanato de Potasio

Su férmula estructural es la siguiente:

Figura 5 Estructura quimica del clavulanato de potasio

Formula molecular: CgHoNOsK

Peso molecular: 238 g/mol

El clavulanato de potasio es un polvo cristalino, muy soluble en agua y
ligeramente soluble en alcohol a temperatura ambiente. Tiene un pKa de 2.7.
Presenta un maximo de absorcidon a 270 nm cuando esta disuelto en metanol:buffer

de fosfatos (Index Merk, 2001)

Espectro antimicrobiano:
La combinaciéon amoxicilina-clavulanato de potasio es activa in vitro en contra
de organismaos susceptibles a la amoxicilina sola y contra organismos productores de

B-lactamasas, de bacterias aerdbicas grampositivas, gramnegativas y contra

Mycobacterium.

Mecanismo de accion
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La amoxicilina es una aminopenicilina y el acido clavulanico es un inhibidor de
B-lactamasa producido por fermentacion de Streptomyces clavuligerus. Aunque el
acido clavulanico tienc una débil actividad antibacteriana cuando es utilizado solo, su
uso combinado con ciertas penicilinas o cefalosporinas tiene un efecto bactericida
sinérgico, esto debido a que el 4dcido clauvlanico tiene una alta afinidad de unién a

ciertas [-lactamasas que generalmente inactivan a la amoxicilina hidrolizando su

anillo B-lactamico.

Absorcion, distribucion y excrecion:

Ambos antimicrobianos son estables en presencia de las secreciones acidas
estomacales, v son bien absorbidos después de la administracion oral. Se distribuyen
en pulmones, liquido pleural y peritoneal. Pueden encontrarse en bajas
concentraciones en esputo y saliva. Las concentraciones maximas alcanzadas en
suero, después de la administracion a un adulto de una dosis Unica de 250 mg de
amoxicilinay 125 mg de acido clavulanico, son alcanzadas de 1 a 2.5 horas y son, en

promedio, de 3.7-4.8 pg/mL y 2.2-3.5 ng/mL respectivamente.

Usos:

La formulacién amoxicilina-icido clavulanico resulta una combinacidn con
actividad antimicrobiana de amplio espectro. Es el antibidtico de eleccidén para
profilaxis quirirgica y el tratamiento de infecciones posquirurgicas, ginecologicas,
ortopédicas y traumatoldgicas, infecciones intraabdominales e infecciones en piel y
tejido blando, infecciones del tracto respiratorio inferior, infecciones del tracto

urinario. También es eficaz en la terapéutica de otitis media en nifios, sinusitis,
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heridas por mordedura de animal, celulitis e infecciones en pies de diabéticos

{Godman 2003).

Actividad en contra de Nocardiu

Se ha observade un incremento en la sensibilidad de Nocardia cuande los
antibioticos f—lactamicos han sido probados en combinacidn con inhibidores de la (3-
lactamasa. Este efecto ha sido particularmente observado en la combinacion
amoxicilina-acido clavulanico. La combinacion amoxicilina-acido clavulanico ha
sido utilizada en el tratamiento de algunos casos de infeccidn cutidnea por Nocardia
brasiliensis (Gomez-Flores 2004). Ademas, también ha sido demostrada la actividad
in vivo de esta combinacién administrada en el tratamiento de ratones BALB/c con
actinomicetoma. La combinacion amoxicilina-dcido clavulanico presentd actividad

in vitro en contra de aislados de N. brasiliensis con una MICs; de 2 pig/mL v una

MIC o de 4 ng/ml (Gomez-Flores 2004).

1.3.3 Garenoxacina

La férmula estructural de este antimicrobiano es la siguiente:

CHF,

HyC

Figura 6. Estructura quimica de la garenoxacina.
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La garenoxacina (BMS-284756 6 T-3811) es una nueva y unica quinolona que,
a diferencia de las otras quinolonas, n¢ presenta flior como sustituyente en la

posicion C-6 en el anillo quinolénico (Hayakawa 2003).

Mecanismo de accion
El mecanismo de accidn de las quinolonas es a través de la inhibicion de la
enzima DNA girasa, la cual es esencial para la replicacién, transcripcién y

reparacion del DNA bacterial (Godman 2003).

Espectro antimicrobiano:

Ha demostrado una excelente potencia particularmente en contra de bacterias
grampositivas incluyendo estafilococos resistentes a meticilina y estreptococos
resistentes a la penicilina, asi como también actividad en contra de bacterias
gramnegativas. También ha demostrado actividad en contra de Mycobacterium

Jortuitum y Mycobacterium smegmatis (Valera 2002).

Absorcidn, distribucion y excrecion:

Presenta excelente biodisponibilidad. Se han detrminado concentraciones
finales en suero y orina de pacientes de 2-10 pg/mL y 20-100 pg/mL
respectivamente, después de una dosis de 600 mg (Ocafia, 2004). Aproximadamente
30 a 50% de la dosis administrada de garenoxacina se elimina por orina. En animales
de experimentacion se encontraron 2 principales metabolitos de la garenoxacina: el
sulfato de garenoxacina (M1) v el glucurdénido (M6); fueron encontrados en bilis

{(Hayakawa 2003).
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Usos
La garenoxacina se utiliza en el tratamiento de infecciones respiratorias y de

la piel.

Actividad contra Nocardia brasiliensis
Vera-Cabrera y colaboradores probaron la actividad de tres quinolonas:
moxifloxacina, garenoxacina y gatifloxacina. De éstas, la garenoxacina fue la mads

activa, con una MICyq de 0.5 pg/ml. (Vera-Cabrera 2004)

1.3.4 Linezolid

La férmula estructural de este compuesto es la siguiente

Lo
Oy

Figura 7. Estructura quimica del Linezolid.

Férmula molecular: C3HsN;O4F
Nombre quimico: (8)-(N)-[[3-[3-fluoro-4-(4morfonilil)feni]-2-oxo-5-oxazolidinyl]
methil]-acetamida (PNU-100766).

Peso molecular: 296 g/mol

Linezolid es una oxazolidinona sintética y un agente antimicrobiano que no
estd estructuralmente relacionado con ningln otro agente antimicrobianc. Presenta

un maxime de absorcidn a 254 nm en metanol.
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Espectro antibacteriano:

Linezolid es un agente bacteriostatico en contra de enterococos y estafilococos,
y bactericida en contra de estreptococos. Es activo in vitro y en infecciones clinicas
contra  Enterococcus  faecium,  Staphvlococcus  epidermidis,  Staphlococcus
haemolyticus, Streptococcus pneumoniae. grupo viridians y Pasteurella multocid

(Godman 2003).

Mecanismo de accidn

Linezolid actda inhibiendo el proceso bacteriano de sintesis de proteinas en el
comienzo de la etapa de traduccién, uniéndose al sitio 23S del RNA ribosomal de la
subunidad 508 y previniendo la formacidon del complejo de iniciacién 708, el cual es
un componente esencial en el proceso de traduccidn. Linezolid presenta este
mecanismo Unico de accidon con lo cual la posibilidad de observar reaccion cruzada

con otros medicamentos es minima (Godman 2003).

Absorcion, distribiucion y excrecion:

Linezolid se absorbe después de la administracién oral, tiene una
biedispenibilidad de aproximadamente 100%. Las concentraciones séricas maximas
son de 12-14 pg/ml. dos horas después de una dosis Unica de 600 mg en adultos, y de
alrededor de 20 pg/mlL, con dosificacion a 12 horas. La vida media es de
aproximadamente 4 a 6 horas. Linezolid estd unido a proteinas en un 31% y se
distribuye ampliamente hacia tejidos bien irrigados, con un volumen de distribucion

de 0.6 2 0.7 L/’kg (Godman 2003).
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Es metabolizado por oxidacion no enzimatica a 2 metabolitos inactives: dcido
aminoctoxiacético e hidroxieulglicina. (Figura 8). Alrededor de 80% de linezolid

aparece en la orina, 30% como compuesto activo y 50% como los dos metabolitos

primarios.
Q
/ COOH MO o
a
\ NH, HO / \\/
Figura 8. Principales metabolitos de Linezolid
Usos:

Linezolid esta indicado para infecciones de piel v tejido blando, infecciones por

enterococos y casos de neumonia.

Actividad contra Nocardia

Linezolid presenta un gran actividad inm vitro en contra de cepas de N
brasiliensis (Gémez-Flores 2004). También ha sido demostrada su actividad in vivo
ya que al administrar linezolid a 15 ratones infectados con actinomicetoma, solo dos
de ellos presemaron el desarrollo de lesiones francas durante el transcurso normal de
la enfermedad {(Gomez-Flores 2004). La actividad de Linezolid en contra de aislados
de N. brasiliensis determinada por el métode de microdilucion en placa fue reportada

conuna MICsg de | pg/mL y MIC g9 de 2 pg/mL (Goémez-Flores 2004).

1.3.5 Trimetoprim-Sulfametoxazol
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Esta combinacion se conoce en muchos paises como Cofrimoxazol. El

sulfametoxazol es una sulfonamida y el trimetoprim una diaminopirimidina. (Figuras

9y 10).

Sulfametoxazol

La férmula estructural de este compuesto es la siguiente

Figura 9. Estructura quimica del sulfametoxazol.

Férmula molecular: CigH1N3Q:SN
Nombre quimico: 4-amino-N-(5-metil-3-isoxazolil)bencensulfonamida.

Peso molecular: 253 g/mol

Es un polvo blanco casi inscluble en agua, en éter dietilico v en cloroformo,
es facilmente soluble en acetona y en soluciones diluidas de hidroxido de sodio; muy
poco soluble en alcohol y muy soluble en dimetilformamida Presenta un méaximo de

absorcion a 269 nm en etanol (Index Merk, 2001).

Trimetoprim

La férmula estructural de este compuesto es la siguiente
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H,CO H,N
‘sz
H,CO CH, \ />—NH2
N
H,CO

Figura 10. Estructura quimica del trimetoprim

Férmula molecular: C4H3NsO4
Nombre quimico: 2,4 diamino-5-(3,4,5-trimetoxibencil)-pirimidina.

Peso molecular. 290 g/imol

Trimetoprim se presenta como cristales blancos, sin olor. Tiene un pK de 7.13

y presenta un maximo de absorbancia a 229 nm en metanol (Index Merk,2001).

Especiro antibacteriano:
La combinacion sulfametoxazl-trimetoprim tiene una actividad bactericida de
amplio espectro. Presenta actividad in vifro en contra de bacterias grampositivas,

gramnegativas, bacterias anaerobias y protozoarios (Godman 2003).

Mecanismo de accion

La actividad antimicrobiana de la combinacidn sulfametoxazol-trmetoprim es
consecuencia de su accidn en dos fases de la via enzimatica en la sintesis del acido
tetrahidrofolico (figura 11). La sulfonamida inhibe la incorporaciéon de PABA en el
acido folico y el trimetoprim evita la reduccién del dihidrofolato a tetrahidrofolato.
Esta ultima es la forma esencial de folato para las reacciones de transferencia de un

solo carbono (Godman 2003).
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La interaccién sinérgica entre la sulfonamida y el trimetoprim se realiza gracias
a una proporcidn optima de las concentraciones de ambos, y es igual a la proporcion

de las concentraciones inhibidoras minimas de cada uno por separado. La relacién

Pteridina + PABA

Bloqueado
por sulfametoxazol

Acido dihidroptercico

glutamato

Acido dihdrofslico

NADPH

Blogueado
por trimetoprim

NAD

Acido tetrahidrofslico

Figura 11. Etapas en el metabolismo de folato bloqueadas
por sulfonamidas y trimetoprim

mds eficaz para el maximo numero de microorganismos es de 20 partes de
sulfametoxazol con una parte de trimetoprim. De este modo, la combinacién se
prepara para alcanzar una concentracién in vivo de sulfametoxazol 20 veces mayor

que la de trimetoprim.

Absorcion, distribucion y excrecion:

Los perfiles farmacocinéticos de sulfametoxazol y trimetoprim estdn
estrechamente relacionados para alcanzar una proporcion constante de 20:1 en sus
concentraciones en sangre v tejido. Después de ingerir una sola dosis de la

combinacion, el trimeoprim se absorbe con mayor rapidez que el sulfametoxazol. En
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término de dos horas se alcanzan cifras maximas de trimetoprim en sangre, en tanto
que las de sulfametoxazol se logran en unas 4 horas. Las vidas medias son de

alrededor de 11 y 10 horas respectivamente.

Cuando se administran 800 mg de sulfametoxazol con 160 mg de trimetoprim
dos veces al dia, las concentraciones méximas de ambos antimicrobianos en plasma

alcanzan 40 v 2 pg/mL respectivamente.

El trimetoprim se distribuye y concentra rapidamente en tejidos, y en promedio
40% queda ligado a proteinas plasmaticas en presencia de sulfametoxazol. El
volumen de distribucion del trimetoprim es casi nueve veces mayor que el del
sulfametoxazol. Trimetoprim-sulfametoxazol penetra facilmente en liquido
cefalorraquideo y esputo; en bilis también se encuentran concentraciones
considerables de cada componente. En promedio, 65% del sulfametoxazol estd

ligado a proteinas plasmaticas.

Aproximadamente 60% del trimetoprim vy 25 a 50% del sulfametoxazol se
excretan por la orina en término de 24 horas. La mayor parte del sulfametoxazol se
elimina por acetilacidn y glucoronidacion y, en menor propercién, por hidroxilacion

(Figura 12). También se excretan metabolitos del trimetoprim
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NH
NEH, II 2
HyC—C—NH
“502 fla‘Oz
o ra S0
HC e :N\ / I 2 /
NH
Q | O—
CH3 R CHz_OH

Figura 12. Metabolitos dei sulfametoxazol

{Usos:

La combinacién trimetoprim-suifametoxazol esta indicada para el tratamiento
de infecciones de la piel y tejidos blandos, en infecciones oculares, decl sistema
digestivo, infecciones agudas de las vias urinarias, de vias respiratorias superiores €

inferiores, infecciones de oido, nariz y garganta, v de vias genitourinarias (Godman

2003).

Actividad contra Nocardia

La actividad de SXT en contra de aislados clinicos de N. brasiliensis
determinada por el método de microdilucién en placa es reportada por Gomez Flores

con una MICss en pg/mlL, de 9.5/0.5 y MIC 45 de 9.5/0.05 (Gémez-Flores 2004).

1.4 Antecedentes

Diversos métodos analiticos y microbiolégicos se han aplicado para la
determinacion de antimicrobianos en suero, plasma y otros fluidos bioldgicos; asi
como en tejido de animales y humanos. Entre los métodos analiticos que se han

utilizado se encuentran la espectrofotometria de absorcién UV-Vis, en algunos casos
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empleando la espectrofotometria de derivadas, la espectrofluorometria, la
cromatografia en capa fina, la resonancia magnética nuclear, la electroforesis capilar,
entre otros (Ldépez-Martinez 2002, Cruces Blanco 1999, Agbaba, 1996, Connor,
1993, Pajchel. 2002). Entre todos ellos, el método que ha sido mayormente aplicado
es la cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) acoplada con diferentes
detectores (DAD, fluorescencia, electroquimico o con un espectrémetro de masas) ya
que esta técnica analitica se destaca por una alta sensibilidad, selectividad, exactitud,

precision y versatilidad (Skoog, 2001).

Todos los antimicrobianos incluidos en este estudio han sido determinados, en
diferentes matrices, por diferentes métados analiticos, en forma individual (linezolid,
garenoxacina, amikacina) o en c¢ombinaciones (sulfametoxazol-trimetoprim,
amoxicilina-acido clavulanico). También se cuenta con referencias en donde se ha
realizado la determinacién de alguno de ellos, en forma simulténea, con otros agentes

antimicrobianos (Pajchel, 2002, Connor 1993, Renew 2004).

1.4.1 Mérodos analiticos para la determinacidn de antimicrobianos

1.4.1.1 Métodos para la determinacion de amikacina

[La amikacina es un antimicrobiano que pertenece al grupo de los
aminoglicdsidos. Estos han sido analizados en tejidos, en orina y sueto por métodos
microbiologicos, de radioinmunoensayo v radioenzimaticos, por cromatografia en
papel, por cromatografia de gases y por cromatografia de liquidos de alta resolucién
con detectores de UV o de fluorescencia (Isoherranen 1999). Sin embargo, también

se reporta que en los métodos microbioldgicos y de inmunoensayo se han presentado
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problemas de reaccidn cruzada con otros amtnoglicosidos, debido a la estrecha

semejanza estructural entre este grupo de antimicrobianos.

Debido a la naturaleza polar e iénica de estos compuestos, la separacion por
Cromatografia de Liguidos de Alta Resolucion empleando fase reversa se debe llevar
a cabo utilizando buffer de acetato; el i6n acetato actla como contraién formando par
160nico con el aminoglicdsido (Ischerranen 1999). Por otro lado, ya que estos
compuestos carecen de grupo cromoforo, deben ser derivatizados antes de la
deteccion. De acuerdo al estudio de Isoherranen, los agentes derivatizantes mds
empleados para el caso de la amikacina han sido el ortoftaldehido/2 mercaptoetanol
(OPA/2ME), el fluoro 2,4 dinitrobenceno (FDNB), el dinitrobencilclorure (DNBC),
el dcido 24,6 trinitrobencensulfonico (TNBS). Las columnas de separacion
empleadas han sido fase inversa Cg o Cyj3 v las fases moviles constituidas por
mezclas de buffers acidos con metanol v acetonitrilo (Isoherranen 1999, Maitra 1978,

Sanchez-Martinez 2004 ).

También ha sido reportado el uso de par iénico con deteccidn electroquimica
{Sanchez 2004). Este mismo trabajo reporta la determinacion de amikacina por
cromatografia micelar electrocinética con deteccion fluorométrica con un limite de
cuantificacion de 5 pg/ml. Sanchez reporta un método para la determinacton de
amikacina en suero utilizando indocianina y cerio como reactivos para derivatizar,

con deteccion por fluorescencia (Sanchez 2004).

1.4.1.2 Métodos para la determinacién de Amoxicilina-Acido Clavulanico
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En la mayor parte de las determinaciones de amoxicilina en diferentes matrices
(tejido, suero, plasma y preparaciones farmacéuticas), se ha utilizado la
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn con detecciéon por Ultravioleta o,
mediante una derivatizacion, con deteccién por fluorescencia. La amoxicilina se ha
determinado en forma individual, pero también en forma simultanea cuando se
encuentra mezclada con metronidazol (Menelaou 1999), ampicilina, flucloxacilina y
dicloxacilina (Mohamed 2001) ampicilina (Connor 1993) y &cido clavulanico

(Hoizey 2002, Abounassif 1991, Foulstone 1982).

Otros métodos analiticos que se¢ han empleado para la determinacidn de este
antimicrobiano son la Resonancia Magnética Nuclear de 'H, (Connor 1993), la
Espectrofotometria UV-Vis (Mohamed 2001) y la Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion con Espectrometria de Masas con Jonizaciéon termospray (De Baere

2002).

En las determinaciones por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién
(CLAR) se han utilizado, como fase estacionaria, columnas de fase inversa Cg o Cig.
Para la elucién se utilizaron como solventes organicos metanol o acetonitrilo y buffer
de fosfatos como fase acuosa. Cabe mencionar que, mientras algunos autores refieren
el uso de agentes para la formacién de par iénico, otros mencionan el uso solo de
solvente organico y buffer de fosfato a diferentes valores de pH. Los agentes
empleados para la formacién de par idnico han sido el cloruro de tetrabutilaminio a
un pH de 2.5 (Hoizey 2002), el fosfato de tetrabutilamonio a un pH de 6.5, 7.6 y 7.1
(Krauwinkel 1993, Chulavatnatol 1993, Yuan 1995), ¢l 4cido metanosulfénico

(Mascher 1998) y el dodecilsulfato de sodio a pH de 2.1 (Menelaou 1999).
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La deteccion se ha realizado en la mayor parte por Ultravioleta, pero también se
ha realizado derivatizaciéon con reactivos c¢omo Fluram (Mascher 1998),
tfluorescamina (Lee 1978) y dcido tricloroacético con tormaldehido (Wenhong 2000),
para la deteccién por fluorescencia. Al utilizar fluorescencia se alcanzaron limites de
deteccién de 0.8 pg/kg para tejido (Wenhong 2000) y de 0.1 pg/mL en plasma
(Mascher 1998), mientras que con deteccién por ultravioleta los limites reportados

son desde 1 pg/mL hasta 0.125 ng/mL (Menelacu 1999, Yuan 1995)

1.4.1.3 Métodos para la determinacion de Linezolid

Linezolid ha sido determinado en suero, plasma, orina, tejido, hueso v musculo
de humanos (Borner 2001, Tobin 2001, Ehrlich 2001, Gee 2001, Lovering 2002) v
en plasma de perro, rata, raton y conejo (Peng 1999) por Cromatogratia de Liquidos
de Alta Resclucion de Fase Inversa con columnas Cg o Cig. Para la eJucidon se ha
empleado como fase organica acetonitrilo v como fase acuosa buffer de acetato de
sodio a pH 3.7, (Borner 2001} o con buffer de fosfato a pH 5 {(Ehrlich 2001); buffer
de fosfato con acido heptanosulfénice como agente par idnico y como fase orgdnica
metanol (Tobin 2001), acetonitrilo al 20% en agua (Peng 1999) y una fase compuesta

por acido trifluoroacético con tetrahidrofurano, metanol y agua (Gee 2001).

La deteccién se ha llevado a cabo en todos los casos por Ultravioleta a
longitudes de onda entre 254 a 260 nm (A maxima del antimicrobiano). En suero, el

limite de deteccién mas bajo que se reporta es de 0.01 pg/ml..

1.4.1.4 Métodos para la determinacién de Garenoxacina
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Para este antimicrobiano se han descrito determinaciones con la técnica de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR). Estas determinaciones se
han llevado a cabo en suero de raton (Xuan 2001) v en plasma de ratas, perros y
monos (Hayakawa 2003). Xuan y colaboradores llevaron a cabo la determinagién de
garenoxacina por cromatografia de par iénico en una columna Nucleosil 100 Cg con
una fase mévil compuesta por acetonitrilo-buffer de fosfatos 0.01 M con 0.01 M de
fosfato de tetrabutilamonio como reactivo de par ionico. La deteccidn se realizé por
fluorescencia a una A de excitacién de 290 nm y una A de emisidén de 418 nm y se
trabajo en un intervale de 0.2 a 10 pg/mL. Hayakawa y colaboradores utilizaron una
columna también de fase inversa y como fase movil acetonitrilo con buffer de citrato

0.2 M a un pH de 3.5 y una deteccion por UV a 280 nm (A de maxima absorcion para

el antimicrobiano). El intervalo de trabajo fue de 0.03 a 10 pg/mlL.

La garenoxacina también ha sido determinada por fluorescencia incrementada

por un medio micelar y en presencia de terbio (Ocafia 2003).

1.4.1.5 Métodos para la determinacion de sulfametoxazol-trimetoprim

Esta mezcla ha sido determinada en productos farmacéuticos por
Espectrofotometria de derivadas (Lopez Martinez 2002), por Espectrofluorometria
(Cruces-Blanco 1999) y por Cromatografia en Capa Fina (Agbaba 1996). La
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion ha sido empleada para la
determinacion de esta mezcla en animales y en humanos (Vree 1978, Mutabingwa
1999, Elmas 2000), y en aguas residuales (Renew 2004). También se ha encontrado
literatura en donde se han determinado en forma individual el sulfametoxazol en

leche (Mahedero 2001) v el trimetoprim en tejido (Brandsteterova 1996).
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En suero de humano se ha determinado esta mezcla por CLAR utilizandoe para
la separacion una columna analitica de fase inversa y como fase mévil una mezcla de
acetonitrilo: buffer de Sérensen (Mezcla de NaH;POq4 0.06 M/K,HPOy (.06 M) 0.02
M a pH de 3 (25:75). La deteccion se realizo por ultravioleta a 235 nm y los limites
de deteccidn en suero reportados son 0.1 pg/mL y 5 pg/mL de trimetoprim y

sulfametoxazol respectivamente (Dudley [984).

1.4.2 Tratamiento previo de la muestra

Las proteinas presentes en las matrices biologicas deben ser eliminadas antes
de ser analizadas por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion, para evitar que
precipiten dentro del equipo cromatografico. Este paso de limpicza de la muestra
puede llevarse a cabo por un proceso de precipitacidn, o aplicando el método de

extraccion en fase solida.

1.4.2.1 Desproteinizacion.

La desproteinizacion se realiza con la adicion de un agente precipitante, entre
ellos solventes organicos, sales, dcidos, o bien por ultrafiltracion. Cada uno de estos
agentes precipitantes se afiade en una proporcién que depende del volumen de
muestra empleado (suero o plasma) asi como también de las propiedades de cada uno
de estos agentes: cuanto menor sea la polaridad del solvente organico agregado
mejor serd su capacidad de desproteinizacidn. En el caso de los acidos, éstos forman
sales Insolubles con las proteinas cargadas positivamente, sin embargo, debido a la
elevada acidez, en algunos casos puede llegar a ocurrir alteraciones de la muestra. En

ciertos casos, durante la precipitacidn puede producirse una pérdida del analito por
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adsorcion al precipitado, lo que ocasiona bajos porcentajes de recuperacion. Este
efecto puede minimizarse controlando adecuadamente las condiciones en que se
realiza la desproteinizacidon y afiadiendo la  solucién muestra al agente

desproteinizante y no a la inversa (Quattrocchi 1992).

1.4.2.2 Extraccion en fase sélida

Este método consiste en una extraccidn liquido-sélido a través de una columna
o cartucho de plastico el cual estd relleno con materiales similares a los empleados
para el relleno de las columnas de cromatografia. Estos rellenos pueden ser
adsorbentes muy polares, como la silica, hasta muy poco polares como los Cps.
También pueden ser materiales de intercambio i6nico o polimeros. Las sustacias
neutras, no polares, se retienen de vehiculos polares en columnas no polares tipo Cg y
Cg, estas columnas se lavan con mezclas de agua:solvente organico y los analitos se
eluyen con algin solvente organico. Para analisis en suero o plasma de algunos
antibiéticos 0 compuestos activos, los cartuchos que se han utilizado son Cg vy Cy

(Quattrocchi 1992).

En el caso de la determinacién de antimicrobianos en muestras bioldgicas
(suero, plasma, tejido muscular y hueso) han sido aplicadas tanto la precipitacion de

proteinas como la extraccidn en fase sélida.

1.4.2.3 Andlisis de antimicrobianos en fluidos bioldgicos
Para linezolid, garenoxacina, y amoxicilina, diferentes solventes se ha utilizado
para la precipitacién de proteinas en plasma, suero u orina, entre ellos el acetonitrilo

(Tobin 2001, Xuan 2001), el 4cido trifluoroacético, el acido perclorico (Borner 2001,
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Mascher 1998), v el metanol (Hoizey, 2002). Borner reporta que la precipitacidn
debe realizarse consumiendo el menor tiempo posible ya que el antimicrobiano en

estudio (amoxicilina) sufre degradacion en medio fuertemente acido (Borner 2001).

Por otro lado, en otros reportes de determinacion de linezolid y de amoxicilina,
se ha empleado la extractidn en fase sohida, con cartuchos de extraccion de fase
inversa Cig, cartuchos C; (Gee, 2001, Peng, 1999, Yuan, 1995) C8 (Lee, 1984,
Krawinel, 1993). En todos los casos se reportan porcentajes de recuperacion entre 935

y 100% con coeficientes de variacion de los métodoes inferiores al 15%.

1.4.2.4 Analisis de antimicrobianos en Tejido (musculo)

En el caso de andlisis de antimicrobianos en tejido, primero se lleva a cabo una
extraccion de Jos analitos de la matriz tejido por agitacidn constante durante un
tiempo, el cual es variable de acuerdo a los autores (Brandsteterova, 1996, Baere
2002, Kutscha-Lissberg, 2003) seguido por una precipitacién de proteinas y una
filtracion (Kutscha-Lissberg, 2003); pero también se reporta el uso de extraccién en
fase solida (Brandsteterova, 1996, Baere 2002). En todos los casos, las

recuperaciones obtenidas han sido mayores del 95%.
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1.5 Justificacidon

En la actualidad no se cuenta con métodos analiticos que permitan la
determinacion simultanea de los antimicrobianos incluidos en este estudio. El
desarrollo de un método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucién
con este objetivo, permitira la determinacidén de niveles plasmaticos para el estudio
de la farmacocinética de los antimicrobianos cuando son administrados solos, 0 en

mezclas; asi como para establecer la deposicion de los mismos en tejido infectado.

Conocer estos parametros ayudard al estudio y seleccion de nuevos esquemas

en el fratamiento de actinomicetoma.



1.6 Objetivo General

Desarrollar y validar métodos por cromatografia de liguidos de alta
resolucidn con detectores UV v Fluorescencia para la determinacion simultanea de
los antimicrobianos sulfametoxazol, trimetoprim, linezolid, garenoxacina,
amoxicilina, amikacina y acido clavulanico en plasma de ratén y en tejido de raton

infectado con actinomicetoma por Nocardia brasiliensis.

1.7 Objetivos Especificos

1.- Establecer las condiciones cromatograficas Optimas para la determinacion
simultanea de los antimicrobianos sulfametoxazol-ttimetoprim, amoxicilina-acido

clavulanico linezolid, garenoxacina y amikacina

2.- Desarrollar la metodeologia para la extraccidn de estos agentes de plasma de ratén

v tejido de ratén infectado con actinomicetoma por Nocardia brasiliensis

3 .- Validar los métodos analiticos desarrollados en ambas matrices

4.- Verificar la utilidad de los métodos desarrollados aplicandolos en la
cuantificacion de estos agentes en muestras de plasma y tejido infectado de ratones
infectados con actinomicetoma y tratados con los antimicrobianos anteriormente

descritos
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Equipos

Cromatégrafo de Liquidos Analitico Waters 2690 Alliance, con detectores

UV-Visible de Arreglo de diodos modelo 996 y Espectrofluorémetro modelo

474

Balanza Analitica A&D GR-120

Microcentrifuga eppendorf Centrifuge 5415C

Baho de agua con sonicador FS 20 Fisher Scientific
Vortex Mini Vortexer VWR Scientific Products

Centrifuga Eppendorf 5810R

Campana NUAIRE Cabinets Biologycal Saffety modelo NONU425400 Clase
II A/B3

Potenciometro EA 90 con electrodo de vidrio para la medicién de pH

Horno para control de temperatura de columna cromatografica. Metachem

technologies Ine.



2.2 Materiales

Columna Hypersil ODS (100 x 2.1 mm DI, 5 pm de tamaio de particula)
Agilent

Columpa X-Terra RP Ci3 (100 x 2.1 mm DI, 5 um de tamafio de particula)
Walters

Columna Atlantis dC;g (150 x 4.6 mm DI, 5 um de tamario de particula)
Waters

Guardacolumna Symetry C;3 Waters

Tubos eppendorf 1.5 mL

Tubos conicos de 5y 10 mL

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm

Matraces de aforacidén de 10 mL

Pipetas automadticas de 10 a 100 uL. y de 100 a 1000 pL Brand

Puntillas

Guantes para cirujano # 7

Jeringas desechables de 5 mL

Filtros de Nylon 0.453 pm y didmetro de 13 mm Waters

Filtros para HPLC de nylon para solventes (13 x 47 mm, (.45 um) ¥ para
muestras (acrodiscos de Nylon de 0.45 pm) Waters Corporation

Insertos de capacidad de 150 pL. Waters Corporation

Viales para cromatdgrafo Waters Corporation

40



2.3 Reactivos

Amoxicilina Sigma Aldrich

Acido Clavulanico Sigma Aldrich
Garenoxacina Bristol Myers Squibb
Linezolid. Pharmacia and Upjohn
Amikacina Sigma Aldrich
Sulfametoxazol Sigma Aldrich
Trimetoprim Sigma Aldrich

Metanol grado HPLC

Acetonitrilo grado HPLC

Acido Trifluoroacético Sigma Aldrich

Agua grado HPLC

Fosfato de tetrabutilamonio Baker Analyzed

Fosfato de potasio dibasico Fermont
Acido fosforico 85% Baker
Trietilamina Fisher Scientific

Acido Acético ACS Fermont
Ortoftaldehido. Sigma Aldrich
2-Mercaptoetanol. Sigma Aldrich

Tetraborato de sodio. Fermont

41
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2.4 Métodos

2.4.1 Preparacion de soluciones

El agua utilizada en la preparacién de todos los reactivos fue grado HPLC

2.4.1.1 Reactivos

Butfer de fosfatos 0.01 M, pH 7.2

Se pesaron 0.8709 g de fosfato de potasio dibdsico y se disolvieron en 400 mL
de agua. Se ajustd el pH de esta solucion a 7.2 con 4cido fosférico al 21% '/v. Una
vez ajustado la solucion se aford a 500 mL y se filtro a través de filtros de Nylon de

0.45 um.

Buffer de fosfatos 0.01 M pH 4
Se pesaron 0.6 g de fosfato de sedio didcido y se disolvieron en 400 mL de
agua. Se ajustd el pH de esta solucion a 4. Una vez ajustado el pH la solucion se

aford a 500 mL y se filtré a través de filtros de Nylon de 0.45 pum.

Acido Trifluoroacético 0.1 %

A un matraz de aforacion de capacidad de 1000 mL que contenia 600 mL de
agua se afadid 1 mL de 4cido trifluoroacético. Se mezcld y se llevo a volumen final
con agua. La solucion (fase movil A del sistema 3) se filtrd a través de filtros de
Nylon de 0.45 um y se almacend en frasco de vidrio oscure y en refrigeracion hasta

SuU uso.
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Trietilamina 0.3% pH 4

Se disolvieron 3 mL de trietilamina en 600 mL de agua La solucidn se mezclo
y se ajustd el pH de la misma a 4 con acido acético glacial 3 M. Se mezclo y se llevd
a aforacién a un volumen de 1000 ml. La solucién (fase mévil A, sistema 1) se filtré
a través de filtros de Nylon de 0.45 um y se almaceno en frasco de vidrio oscuro y en

refrigeracion hasta su uso.

Buffer de boratos.
Se prepard una solucion saturada de tetraborato de sodio en agua y se ajusto el

pH de la solucidén a 9 con NaOH 3 N.

Reactive de derivatizacion
Se diluyeron 250 mg de ortoftaldehido en 10 mL de metanol. De esta
solucion se tomo 1 mL, se anadid 1 mL de metanol y 50 L de 2-mercaptoetanol y se

completo a 5 mL con 2.95 mL de solucién saturada de borato de sodio a pH 9.

2.4.1.2 Estandares

Estandares individuales de antimicrobianos

Se pesaron 10 mg de cada uno de los antimicrobianos: amoxicilina, trimetoprim
linezolid, sulfametoxazol, y garenoxacina v se disolvieron en metanol. Amikacina y
acido clavulanico se disolvieron en agua. Las soluciones fueron aforadas a 10 mL. La

concentracion de cada estdndar fue de 1000 pug/mL

Mezcla de antimicrobiangs
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Se prepararon mezclas de los antimicrobianos a 3 diferentes concentraciones:

100,10 v 1 pg/mL.

Mezcla 1: 100 pg/mL
Se tomd 1 mL de cada uno de las soluciones estandar y se colocd en un matraz
de 10 mL. Se llevo a un volumen de 10 mL utilizando buffer de fosfatos 0.01 M pH

1.2,

Mezcla 2: 10 pg/mL
Se tomaron 100 pl. de cada estandar y se celocaron en un matraz de aforacion

de 10 mL. Se llevd a la marca utilizando buffer de fosfatos 0.01 M pH 7.2.

Mezcla 3: 1 pg/mL
Se tomaron 10 pl de cada estandar y se colocaron en un matraz de aforacion
de 10 mL. Se llevo a la marca utilizando buffer de fosfatos 0.01 M pH 7.2. La

concentracion de esta mezcla fue de | ug/mL.

2.4.2 Condiciones cromatograficas

En la tabla V se resumen las condiciones cromatograficas que fueron probadas
durante el desarrollo del método hasta lograr la resolucidn de todos ellos. Al final, el
sistema que nos permitié resolver 5 de los antimicrobianos propuestos fue el

seleccionado para continuar con el siguiente punto.
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Una vez que se establecid el sistema cromatografico se procedid a optimizarlo

probando diferentes programas de gradiente de elucidn (Tabla VI).

TABLA YV

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PROBADAS DURANTE EL

DESARROLLO DEL METODO
Sistema Fase Fase Flujo
cromatografico Estacionaria Movil mL/min
| Cis Agua con TEA 0.3%: Acetonitrilo 04
100x 2.1 mmy 5 pm tp pH 4 (73/27) ‘
Cie Buffer de fosfato 0.005 M pH 7:
2 0.4
100 x 2.1 mmy Sum tp Metanol
(94:6)
Cus Buffer de fosfato pH 0.015 M pH
3 X 0.4
100 x 2.1 mmy Sum tp 7 con TBA™ 0.01 M
(90:10)
C]g polimérica XTEI’I’& BUffBT de fosfato pH 0015 M ]:)H 0
4 A4
100 x 2.1 mmy 5 um tp 7econTBAO.OL M
(30:10)
5 Atlantis dC\g TEA*** (.1%: Acetonitrilo l

150 x 4.6 mmy 5 um de tp

{elucién en gradiente)

»  Trietilamina ** Fosfaio de Tetrabuulamonio *** Acido trifluoroacético

2.4.3 Optunizacidn del sistema

A partir del cromatograma obtentdo se evaluaron los pardmetros de eficiencia:

factor de selectvidad, factor de capacidad, resolucién y mimero de platos tedricos. Se
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selecciono el programa en donde los resultados obtenidos fueron los més cercanos al

valor dptimo.

TABLA VI

PROGRAMAS DE GRADIENTE DE ELUCION UTILIZADOS PARA LA
OPTIMIZACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

Programa 1 Programa 2 Programa 3
Tiempo % % Tiempo % % Tiempo % %
minutos ATF* AC minuios ATE* ACN minutos ATF* ACN

1 87 13 ] 92 8
|

4 87 3 4 90 [0 4 92 S
10 78 22
16 78 77 14 77 23 14 77 23
17 75 25 24 77 23 24 77 23
21 73 25

26 90 10 26 91 8
22 87 13
24 g7 13 29 50 10 30 92 3

*Acido Trifluoroacéticoo al 0.1%. **ACN = Acetonitrilo. En todos los casos flujo de |
mL/min y temperatura 30°C.

El célculo de los parametros se realizd evaluando los siguientes parametros:

a)  Factor de selectividad
Se representa como o y su valor dptime es 1.2. Para cada par de compuestos

adyacentes se calculé de la siguiente manera:

tro— 1o

T Ri— 1o

(ecuacion 1)
donde

tra ¥ tri representan el tiempo de retencidn del compuesto 2 y del compuesto 1
respectivamente

te es el tiempo muerto
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b)  Factor de capacidad
Se representa como k' y su valor éptimo es entre 2 y 10. Se calculd de la

siguiente manera;

to (ecuacion 2)
donde
tr ¥ t, representan el tiempo de retencion en minutos del compuesto de interés y el

tiempo muerto respectivamente. Este parametro se determiné para cada compuesto.

¢)  Resolucion
Se representa como R y  su valor éptimo es 1.5 o mayor. Se calculd de la

siguiente manera:

R =2[ tr2 —tmj
Wy T Wy

(ecuacion 3)

donde
tr1 y try son los tiempos de retencion en minutos de 2 compuestos adyacentes.
W) y w; representan el ancho del pico en su base, en minutos, de los compuestos 1y

2 respectivamente

d) Numero de platos tedricos
Los platos tedricos representan la eficacia del sistema cromatografico. Para

cada componente se calcularon de la siguiente manera:
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{ecuacion 4)

A mayor numero de platos tedricos es mayor la eficiencia

2.4.4 Validacion del sistema cromatografico

La validacién se llevo a cabo con los parametros establecidos por la FDA en el
documento Guia para la Industria. Validacién de Métodos Bioanaliticos (Guia de

Validacion de 1a FDXA 2001). Fueron evatuados los siguientes parametros

2.4.4.1 Linealidad

Se prepararon soluciones estdndar de concentraciones de 0.075, 0.15, 0.3, 0.6,
1.2,2.4,5,10, 20y 40 pg/mL a partir de la mezcla de antimicrobianos de 1, 10 y 100
pg/mL. Las curvas de calibracidn se prepararon tomando diferentes volumenes de la
mezela y completando a 1500 pL con la solucién buffer de fosfatos 0.01 M a pH 7.2.
Todas las soluciones estandar se prepararon por triplicado para construir tyes curvas
de calibracién. Se utilizd el programa Excel para obtener la ecuacion de la recta. Para
establecer el intervalo lineal se evalud el coeficiente de regresion y el coeficiente de

varacion de los factores de respuesta, el cual fue calculado de la siguiente manera:

FR = Respuesta/ Concentracidn (ecuacion 5)
donde:
Respuesta es el parametro que se midid y que s proporcional a la concentracién: se

considerd ¢l area de pico cromatografico
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Concentracidn es la concentracion de la solucidn de cada una de las soluciones que

se analizaron.

El coeficiente de variacidn se calculé como

Coeficiente de variacion = (?/ds)* 1G0 (ecuacion 6)
donde
X representa la media de las mediciones

ds es la desviacion estandar obtenida de estas tres mediciones

2.4.4.2 Limite de deteccion
El limite de deteccion  se calculd en base a la desviacion estandar de la

respuesta v la pendiente:

LD =33ds (ecuacion 7)

donde:
ds es la desviacidn estandar de la sefial (respuesta) del blanco

m es la pendiente de la curva de calibracion (European Agency 1996)

2.4.5.3 Limite de cuantificacién
El limite de cuantificacidon para ¢l sistema cromatografico fue evaluado de
dos maneras:

a) en base a la desviacion estandar de la respuesta y la pendiente:
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LC=10ds (ecuacion 8)

donde:
ds es la desviacion estandar de la sefial (respuesta) del blanco

m es la pendiente de la curva de calibracion (Euripean Agency1996)

b) como la concentractdn mas baja de la curva de calibracion que presentd al menos
5 veces la sefial del blanco v que tenga una respuesta identificable, y reproducible

con una precision menor del 20% ({Guia de validacion de la FDA 2001)

2.4.4.4 Precision Intradia e Interdia

La precision del sistema fue determinada inyectando 5 veces la mezcla de
estandares de las concentraciones de 0.3, 5y 10 pg/mL y evaluando los coeficiente
de variacion para cada nivel de concentracion. La precision interdia se evaluo
inyectando estos estandares en 3 dias diferentes. Con los datos obtenidos de los
cromatogramas se procedid a calcular €l coeficiente de variacion de la respuesta
obtenida con las ecuactones anteriormente descritas. 1.os valores fueron calculados a

partir del area de pico cromatografico.

2.4.4.5 Robustez

Para probar la robustez del método se utilizd un disefic experimentat de Placket
y Burman para 7 variables (Quattrocchi, 1992). El disefio experimental propueste se
muestra en la tabla VII. Las variables en constderacion fueron: la temperatura, el
flyjo, el % de acido trifluoroacético (TFA), el % de acetonitrilo, el volumen de

inyeccion y la composicidn del solvente de la muestra. En el caso de los analitos que
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presentaron fluorescencia también se incluyé la modificacion en las longitudes de

onda de emision y de excitacion. Para todos los casos el parametro a evaluar fue el

tiempo de retencidn.

DISENO EXPERIMENTAL PARA EVALUAR ROBUSTEZ.

TABLA VII

i Experimento

Variable 0* 1 2 3 4 5 6 7 8 |
Temperatura o - n -
°C} (A) 30°C 32 32 32 32 28 28 28 32
Flujo |
(mLfmin) (B) | mL/min | 2 12 0.8 0.8 1.2 1,2 0.8 1.2
ATF (%) (C) 0.1% 1.5 0.5 1.5 0.5 1.5 0.3 1.5 1.5
e fo 8% 10 10 6 6 6 6 10 10
rex/iem 282/392% | 194/394 | 2907390 | 294/394 [ 2907390 | 2907390 | 294/394 | 290390 | 294394
tnmj) (E) 292/408* ]294810 290/306 | 294/310 | 2907306 | 290/306 | 294/310 | 290306 294/310
Vol de
nyeceion 1oul. 15 5 5 15 15 5 15 15
uly {F) i
Solvente de la | BRuffer
mezcla (G} fosfatos ATF ACN ATF ACN ACN ATF ACN ATF
Resultado ] t u v w X y Z
(te)

* o] experimento O corresponde al método optimizado

E] cdlculo de las diferencias de las medias para cada parametro (V,), en forma

individual, se realizd de la siguiente manera:

Vi = VA (S4TFUHY) — Vo (whty+2)

Vi = Y(sHt+wrx)- Vo (utvty+z)

Vi = Va (stutwty) — Y (thw+x+z)

Vi = Va (stt+y+z) = Vi (utvwtx)

Vi = Va (stutx+z) - Va (t+v+wty)

Vi =Y (stvtwtz) — Vs (ttutx+y)

Vi = Va (stvtxty) = Y (tHHutwtz)

Los resultados fueron evaluados empleando la siguiente ecuacidn:
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Si|Vi|>ds 2" la diferencia es significativa. (ecuacion 9)

donde:

Vi es la diferencia de las medias de los tg obtenidos de los valores altos y bajos para
cada parametro en particular

ds es la desviacidn estandar resultado del analisis de precision para los tiempos de
retencion.

El nimero 2 es una constante que se refiere al nivel de confiabilidad en el analisis de

varianza igual a 95%

El analisis se realizd para cada uno de los compuestos en estudic

2.4.4.6 Estabilidad de la mezcla

Alicuotas de la mezcla de antimicrobianos se almacenaron en refrigeracion a
4 °C, y en congelacién, y fueron analizadas periddicamente. Las sefiales obtenidas
fueron graficadas en una carta control en la que se establecieron como limites + 2

desviaciones estdndar obtenidas del estudio de la precision (Harvey 2002).

2.4.5 Métodos de tratamiento de muestra
Como tratamiento previo para el andlisis de antimicrobianos en las muestras

biologicas se realizd el método de desproteinizacion.

2.4.5.1 Eleccion del solvente de desproteinizacion

Para la desproteinizacion se probaron tres solventes: metanol, acetonitrilo y
actdo trifluoroacético. Se realizd el procedimiento de precipitacion de proteinas de
plasma por triplicado. Los tres solventes se afiadieron en la misma proporcion en

relacion con el plasma (1:4). Con los resultados obtenidos se evalud el % de
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recuperacién y el % de reproducibilidad. Este procedimiento se realizd por triplicado.
Se aplico la prueba estadistica de ANOVA para evaluar diferencia significativa entre

los resultados obtenidos (Marques de Canta, 1990)

Las proteinas de las muestras de tejido fueron precipitadas con acetonitrilo en
dos procedimientos consecutivos: el primero con una proporcion 1:1,5 y el segunde
1:1 con respecto al volumen de buffer que tue utilizado para disolver la muestra de

tejido.

2.4.5.2 Eleccién del volumen del plasma

Se probaron dos volumenes de plasma para extraer: 50 y 100 ul.. Se tomaron
las alicuotas de plasma v se colocaron en tubos Eppendorf. A cada una de ellos se
adiciond un volumen de mezcla de antimicrobianos para obtener una concentracion
final de 5 pg/mL. Se agito la solucion, y posteriormente se afiadieron 200 plL de
acetonitrilo. Se agit¢ en vortex 10 segundos. Se dejé reposar durante 5 minutos y
postertormente se centrifugaron a 5304 g durante 5 minutos. El sobrenadante se filtro
a través de acrodiscos de 0.45 pm. El filtrado se analizé por CLAR. Este
procedimiento se realizé por triplicade. A partir de los resultados obtenidos de los
cromatogramas se evalud el % de recuperacidn y la precision (RSD) del
procedimiento. Los datos obtenidos fueron comparados: se utilizé la  prueba

estadistica F para evaluar diferencia significativa:

{ecuacion 10)
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2 . 2
donde Sl (varianza) es mayor que 52 ¥ los grados de libertad son N-1. Si el valor
calculado de F excede del valor de la tabla, al grado de confianza seleccionado (95%

en este caso) la diferencia entre las varianzas de ambos métodos es significativa

(Chnistian 1994).
2.4.6 Desarrello del método

2.4.6.1 Plasma

Se trabajé con un pool de plasma de ratén que se preparé mezclando diferentes
muestras de plasma. El pool fue mantenido a -20°C hasta ¢} momento de su andlisis,
El pool de plasma se descongeld hasta alcanzar temperatura ambiente, se tomaron
diferentes alicuotas de 50 pL. v se colocaron en tubos eppendorf. A estas alicuotas se
afiadieron diferentes volumenes de la mezcla de antimicrobianos de 1, 10 y 100
ng/mb para obtener concentraciones finales de 0.6, 5y 10 pg/mL vy se llevaron a un
volumen de 200 pl. con buffer de fosfatos pH 7.2. A estas solucicnes se afiadieron
200 pL de acetomitrilo para precipitar las proteinas. Las mezclas se agitaron en
vortex durante 10 segundos y se centrifugaren en microcentrifuga a 5304g durante 5
minutos. El sobrenadante se filtro con acrodiscos de Nylon de 0.45 pm de tamaifio de
poro. Los filtrados se recibieron directamente en viales para cromatografia con

insertos de capacidad de 150 pl..

2.4.6.2 Tejido de raton infectado con actinomicetoma
Las muestras de tejido se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento, que se
llevé a cabo de la siguiente manera: se descongelaron las muestras de tejido hasta

alcanzar temperatura ambiente. Se removid la piel y el hueso, y tedo el tejido fue
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mezclado mecdnicamente hasta obtener una masa homogénea. Se tomaron alicuotas
de tejido de entre 0.1 a 0.3 g y se colocaron en tubos conicos de 15 mL de capacidad.
Estas alicuotas de tejido fueron fortificadas con diferentes volimenes de las
soluciones de 10 y 100 ug/mi para obtener concentraciones finales de 0.4, 2 y 8
wg/ml. El tejido se dejd reposar durante 45 minutos para después afadir 2 mL de
buffer de fosfatos 0.01 M pH 7.2. Se homogenizé con agitaciéon vortex durante 2
minutos. Enseguida se afiadieron 3 mL de acetonitrilo para precipitar proteinas y se
centrifugd a 4000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente se colocaron 300 pL del
sobrenadante en un tubo eppendorf y se afiadieron 300 pl. de acetonitrilo para
asegurar la precipitacion total de las proteinas, se centrifugd nuevamente a 5304g
durante 5 minutos. El sobrenadante se filird a través de acrodiscos de Nylon de 0.45
um de tamafio de poro para después analizarlo por CLAR. Para la manipulacion de
estas muestras de tejido se trabajo en una campana de seguridad, utilizando

proteccion personal (guantes vy cubrebocas).

2.4.7 Validacién del método
Para la validacidn de los métodos desarrollados tanto en plasma como en tejido

de raton se evaluaron los siguientes parametros:

2.4.7.1 Linealidad

Se prepard una curva de calibracion en matriz tanto de plasma como en tejido.

Plasma

En un tubo Eppendorff se tomaron 200 pL de plasma y se afiadieron 400 pL de
acetonitrilo. Esta mezcla se agitd durante 10 segundos en vortex. Se dejé reposar

durante 5 minutos y posteriormente y se llevo a centrifugar en la microcentrifuga a
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5304 g durante 5 minutos. El sobrenadante se filtrd a través de filtros de Nylon de
0.45 mm. Se tomaron alicuotas del sobrenadante y se fortificaron con diferentes
cantidades de la mezcla de antimicrobianos para preparar una curva de calibracion en

un intervalo de trabajo de 0.15 a 20 pg/mL.

Tejido
Se procesd una muestra control con el procedimiento anteriormente descrito.
Del filtrado obtenido se tomaron alicuotas que fueron adicionadas con las scluciones
estandar (mezcla de antimicrobianos de 1, 10 y 100 pg/mL) para preparar la curva de

calibracidon en un tntervalo de trabajo de 0.166 a 16.66 pg/mL.

Todas las soluctones estandar se prepararon por triplicado para construir las
curvas de calibracidon. Se utilizé el programa Excel para obtener la ecuacion de la
recta. Para establecer el intervalo lineal se evalud el coeficiente de regresion y el
coeficiente de variacidn de los factores de respuesta, el cual fue calculado por medio
de la ecuacidn 5. El coeficiente de variacion de los factores de respuesta también fue

calculado con la ecuacidn 6.

Para evaluar si existia efecto de matriz, se compararon los datos de
recuperacion obtenidos a partir de la curva de calibracion en plasma y tejide de ratén
infectado con micetoma, con los obtenidos con las estandares preparados en buffer.

La comparacién de los datos se hizo con ayuda del programa Excel.

2.4.7.2 Limite de deteccion
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El limite de deteccidn se considerd como la concentracion mas baja del analito
que se pudiera diferenciar claramente de la sefial del ruido. Este limite se evalud
tanto para plasma como para tejido infectado {Guias de validacion de Ja FDA 2001).
Este limite también fue establecido conforme al célculo que se mostré en la ecuacidn

7.

2.4.7.3 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién se consideréd como la concentracién mas baja de la
curva de calibracidn con al menos 5 veces la sefial del blanco y que tuviera una
respuesta identificable, y reproducible con una precisién menor del 20% y una
exactitud de 80-120%. Este limite se evalud tanto para plasma como para tejide
infectado (Guias de validacion de la FDA 2001). Este limite también fue establecido

también conforme al calculo que se¢ mostré en la ecuacion 8.

2.4.7.4 Precision intradia ¢ interdia

Se¢ prepararon 3 muestras de plasma de tres diferentes concentraciones y fueron
analizadas. Se evaluaron los datos de area de pico a partir de los cromatogramas
obtenidos y se calculd el coeficiente de variacién. Para la precision interdia se
evaluaron los datos obtenidos del analisis de soluciones de estas mismas

concentraciones pero obtenidos en tres diferentes dias.

2.4.77.5 Exactitud
La exactitud del método fue evaluada como recuperacién y se realizd de la

siguiente manera:

Plasma
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Alicuotas de 50 uL de plasma fueron fortificadas con la mezcla estandar para
obtener concentraciones finales de 0.3, 5 v 10 pg/mb. Estas muestras fueron
sometidas al proceso de preparacion de muestras previamente descrito. Los
resultados de concentracion se obtuvieron con el meétodo de estdndar externo, por
medio de la ecuacion de la recta. Este procedimiento se realizod por triplicado para
cada nivel de concentracion para y con los datos obtenidos calcular el coeficiente de

variacion de acterdo a al ecuacion 6.

Tejido infectado de ratén

Alicuotas de tejido infectado de raton fueron fortificadas con la mezcela
estandar para obtener concentraciones finales de 0.4, 2 vy 8 pg/mL. Estas muestras
fueron sometidas al proceso de preparacion de muestras previamente descrito
(tratamiento de muestra). Los resultados de concentracidon se obtuvieron con el
método de estandar externo, por medio de Ia ecuacidn de la recta. Este procedimiento
se realizd por triplicado para cada nivel de concentracion y con los datos cobtenidos

calcular el coeficiente de vartacion de acuerdo a al ecuacion 6.

2.4.7.6 Selectividad

Se analizaron 7 diferentes muestras de plasma y de tejido infectado libre de
antimicrobianos para comprobar que las sefiales propias de la matriz no presentaran
interferencia con las sehales de los analitos. La identificacion de los compuestos en
las muestras se realizé utthzando tanto los tiempos de retencién como por la
comparacion de los espectros DAD de las sefiales cromatograficas con los de los

respectivos estandares.
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2.4.7.7 Estabilidad

Un pool de plasma se fortific con 5 pug/mL vy se separd en diferentes alicuotas
las cuales fueron congeladas a —20 °C y anahizadas semanalmente hasta por 6 meses.
La estabihidad s¢ evalué mediante el seguimiento a través de una carta control

teniendo como limites los valores obtenidos del analisis de precisidn.

2.4.8 Andlisis de amikacina por CLAR-Fluorescencia. Derivacion con
ortoftaldehido/2 mercaptoetanol (OPA/2 ME).
Entre los reactivos utilizados para formar derivados con la amikacina, fue

seleccionado el ortottaldehido/2-mercaptoetanol.

Reaccion de ortoftaldehido.

En presencia de un mercaptano, como el 2 mercaptoetanol (2 ME), el OPA
reacciona rapidamente con el grupe amino formando derivados isoindol
fluorescentes {figura 13) La reaccién es rdpida, sencilla, se lleva a cabo en medio

acuoso v a temperatura ambiente (Salazar 1993},

Para obtener el derivado fluorescente de la amikacina se realizo el siguiente
procedimiento: En un tubo eppendorf se colocaron 60 pl de selucidn para derivar
{solucidn estandar, plasma desproteinizade fortificado con amikacina), se afiadieron
80 pl de agua y 60 pL de la sclucidén derivatizante. Esta mezcla se agito
manualmente durante un minuto. Posteriormente, con ayuda de una pipeta
automatica, se transfirid esta mezcla en un vial con un inserto y se inyectd en el

cromatografo.



60

o
lcl SCH,CH,OH
\H. \\ =
+  RNH, ——— ‘ N-g
- SH-CH,CH,- OH A
C
0

Figura 13. Reaccidn de OPA/ZME con grupo amino

Se trabajé con el estandar de amikacina, asi como con plasma de raton libre

de antimicrobianos.

2.4.9 Aplicabilidad

Los métodos desarrollados fueron aplicados tanto en plasma como en tejido de
ratén infectado al cual se le administraron mezclas de los antimicrobianos propuestos

para el tratamiento del actinomicetoma.

2.49.1 Plasma

Se realizaron determinaciones en plasma de los antimicrobianos linezolid y
garenoxacina. Las muestras fueron congeladas a —20 °C hasta su procesamiento. Se
descongelaron hasta alcanzar femperatura ambiente. Se tomaron 50 pL de plasma y

se sometieron al método de procesamiento anteriormente descrito.

2.4.9.2 Tejido
Se analizaron muestras de tejido de ratdén. Los ratones tenian infeccién con
actinomicetoma y se les habia admimstrade un tratamiento con mezclas de

antimicrobianos. Las mezclas administradas fueron: sulfametoxazol-trimetoprim-
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linezolid, por un lado; vy, por otro lado, linezolid con garenoxacina. Las dosis
administradas fueron las siguientes: trimetoprim 4 mg/kg; sulfametoxazol 20 mg/kg;
linezolid 25 mg/kg y garenoxacina 75 mg/kg. Los antimicrobianos se admnistraron
cada 12 horas durante tres semanas, y al término de este tiempo los ratones fueron

sacrificados 12 horas después de la ultima administracién del tratamiento.

L.as muestras de tejido obtenidas fueron sometidas al método de procesamiento

anteriormente descrito.
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RESULTADOS

3.1 Sistema cromatografico

De los 5 sistemas cromatograficos probados durante el desarrollo del método
las mejores condiciones cromatograficas para la separacién de amoxicilina (AMX),
trimetoprim (TMP), sulfametoxazol (SMX]}, linezolid (LZ) y garenoxacina (GR) se
obtuvieron utilizando una columna Waters Atlantis dCyg (150 x 4.6 mm y 5 um de
tamafio de particula), a una temperatura de 30 °C v a un flujo de 1 mL/min. La
elucion se realizé con un programa de gradiente utilizando una fase movil compuesta

de: solvente A acido trifluoroacético al 0.1 % y solvente B acetonitrilo.

3.1.1 Optimizacidn del sistema

En la tabla VIII se muestran los resultados obtenidos al utilizar 3 diferentes
programas de elucién (Tabla VI de material y métodos). El mayor niimero de platos
tedricos (N) y los valores dptimos de selectividad (), resolucién (R) y factor de
capacidad (k’) fueron obtenidos con el programa de elucidén 3 (tabla VI), con
duracién de 30 minutos. En todos los casos se mantuvo una temperatura de 30°C y un

flujo de 1 mL/min.
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TABLA VIII

PARAMETROS DE EFICIENCIA OBTENIDOS DURANTE LA
OPTIMIZACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

Antimicrobiano Gradiente 1 i Gradiente 2 Gradiente 3
N* K* 1 g | R* N k’ o R N K | a|R
AMX 3640 | 3.1 43551 3.1 11367 | 3.9
TMP 15536 | 59 | 1.9 [258 (7747 45 | 1.4 [ 11531254 | 5.9 [1.5] 25
LZ 0361 75113 V96 [9821 162 114 121117179 ; 7 |1.2]9.9
SMX 9083 | 7.9 1 32 Y7220 6.5 1 23 (20079 75 (11|44
GR 2815 | 86 ] Jj.S 19600 70 ) 12 | 42 | 8675 | 10 |14 12

N = Nomero de platos tedricos, k’= factor de capacidad, a = factor de selectividad, R = resolucion.
Las condiciones seleccionadas fueron las sefialadas en el gradiente 3.

La figura [4 muestra ¢l cromatograma de la separacién de antimicrobianos a
una concentracién de 5 pg/mL. El volumen de inyeccidn fue de 10 pL y la deteccion
se llevo a cabo por UV a 254 nm para todos los analitos, El orden de elucion fue el
siguiente: amoxicilina con tiempo de retencion de .83 min, trimetoprim 13.76 min,
linezolid 16.20 min, sulfametoxazol 17.11 min y gar¢noxacina 23.22 min.
Sulfametoxazol, linezolid y garenoxacina también se determinaron por fluorescencia:
para la determinacion de sulfametoxazol y linezolid se programé el
espectrofluordmetro a longitudes de onda de excitaciéon y de emisidon de 282 y 392
nm respectivamente y la garenoxaciona se determiné empleando longitudes de onda

de 292 nm de excitacion y 408 nm de emision.

La figura 15 muestra el cromatograma con deteccion por fluorescencia.
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Figura 14. Cromatograma de la mezcla estandar de antimicrobianos a 5 pg/mL. 1)
amoxicilina 2} ftrimetoprim 3) linezolid 4) sulfametoxazol 5) garenoxacina, Fase
estacionaria: Columna AtlantisC s Fase mévil: ATF (.1%: Acetenitrilo elucidn en gradiente.
Deteccidén UV 254 nm.

TABLA IX

PROGRAMA DE ELUCION PARA LA SEPARACION
DE ANTIMICROBIANOS

Tiempo | 1pa 105 | Acetonitrilo
minutos
1 92 8
4 92 g
4 73 27
24 73 |21
26 92 i 8
30 92 3

Condiciones de analisis: Fase estacionaria
Columna Atlantis dCz. Fase mévil ATF 0.1% con
Acetonitrilo. Flujo 1 mL/min. Temperatura 30°C
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Figura 15. Cromatograma de la mezcla estandar de antimicrobianos a 5 pg/ml. 1) linezolid
2) sulfametoxazol 3) garenoxacina. Fase estacionaria: Columna Atlantis dC g Fase movil:
ATF 0.1%: Acetonitrilo Elucién en gradiente. Deteccion por fluorescencia: longitud de onda
de excitacidon/emision de 282/392 nm para sulfametoxazol y linezolid y de 292/408 para
garenoxacina.

En la figura 16 se muestran los espectros de absorcion de cada uno de los

componentes obtenidos con el detector de arreglo de diodos (DAD).

§.004 ]
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Figura 16. Espectros de absorcion de  A:amoxicilina, Ttrimetoprim, L:hnezohd
S:sulfametoxazol G:garenoxacina. Los maximos da absorcidon son: amoxicilina 229 nm,
trimetoprim 220 nm, linezolid 254 nm, sulfametoxazol 269 nm y garenoxacina 281 nm.
Condiciones de anaiisis: Fase estacionaria: Columna Atlantis dC,g Fase movil; ATF 0.1%:
Acetonitrilo Elucién en gradiente. Dtector de arreglo de diodos.

3.1.2 Validacién del sistema: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

con Deteccion UV a 254 nm

3.1.2.1 Intervalo lineal

E] intervalo lineal para amoxicilina fue de 1.2-20 pg/mL. Para Trimetoprim
de 0.15 a 20 pg/ml, sulfametoxazol y linezolid fue de 0.15-40 pg/ml. y para

garenoxacina fue de 0.3 a 10 pg/mlL.
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La tabla X muestra los datos de validacién obtenidos para el intervalo hineal
de trabajo: Factor de respuesta promedio para cada analito, coeficiente de variacidn
de los factores de respuesta (RSD), la ecuacion de regresidn con los valores de la
pendiente (m), v el intercepto (b), asi como el coeficiente de correlacion (Rz}. La
figura 15 muestra las curvas de calibracién promedio de los datos de calibracién que
se obtuvieron de acuerdo al procedimiente anteriormente descrito (procedimiento
2.4.7.1).

TABLA X

INTERVALO LINEAL Y ECUACIONES DE REGBESION OBTENIDAS
PARA ANTIMICROBIANOS. DETECCION UV 254 nm

Ecuacion de
. Rango ,
Analito ) FR RSDer* regresion R-
lincal
Y=mx+b
| Amoxicilina | 1.2-20 | 758 117 y=878x ~534.4 | 0.997
Trimetoprim 0.15-20 | 9545 12.6 y = 9533x +1262 0.998
Linezolid 0.15-40 { 25108 10.7 y=28778x —9612.7 | 0.997
Sulfametoxazol | 0.15-40 | 17013 | 87 | y=17629x+603 | 0.999 |
, t—
Garenoxacina | 0.30- 10 | 15684 | 9.3 y=17291x — 1818.2J 0.999

*Coeficiente de variacion de los factores de respuesta. Los datos son el promeadio de tres
determinaciones. Condiciones de analisis: Fase estacionaria: ColJumna AtlantisdC,s, Fase
mévils ATF 0.1%:Acetonitrito. Elucion en gradiente. Flujo ImL/min. Temperatura 30°C.
Deteccion a 254 nm
3.1.2.2 Limites de deteccion v limites de cuantificacion

En la tabla XI se muestran los limites de deteccién y de cuantificacion
obtenidos para cada antimicrobianc. Los limites fueron establecidos de acuerdo a las

guias de validacion de la FDA, y por cdlculo tomando en cuenta la sefial del blanco

(European Agency, Miller 2003).
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Curva de calibracion de armoxicilina Curva de calibracion de trimetoprim
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Figura 17. Curvas de calibracion obtenidas para los antimicrobianos. Fase estacionaria:
Columna Atlantis dC18. Fase movil ATF 0.1%: Acetonitrilo. Flujo ImL/min. Elucion en
gradiente. Deteccion UV 254 nm.
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TABLA XI ,
LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE
ANTIMICROBIANOS. DETECCION UV

1
LD LC LD LC
Antimicrobiane|  (FDA) | (FDA) (calculado) | (calculado)
ug/mL pg/mL pg/mL pg/mlL
Amaxicilina 0.60 1.20 0.3 09 |
4
Trimetoprim 0.07 0.15 0.03 0.08 "
Linezolid I 0.06 0.15 0.007 0.02
Sulfametoxazol 0.06 .15 0.008 0.02
Garenoxacina | 0.15 0.30 0.012 0.04

Fase estacionaria; Columna AtlantisdC g, Fase movils ATF 0.1%: Acetonitrilo. Elucion
en gradiente. Flujo 1mL/min. Temperatura 30°C. Deteccion a 254 nm

3.1.2.3 Precisién intradia e interdia

En la tabla XII se muestran los coeficientes de variacion del sistema
obtenidos para los antimicrobianos a tres niveles de concentracion: para amoxicilina
los niveles fueron de 2.4, 5 y 10 ug/mL; para el resto de los antimicrobianos [os
niveles fueron 0.3, 5 y 10 pg/mL Los datos fueron calculados a partir de los datos de
area de pico cromatografico. Todos los valores se encuentran dentro del limite del

15% (FDA Bioanalytical validation 2001).

En la tabla XIII se muestran los coeficientes de variacidon del sistema, de
analisis realizados en tres dias diferentes, obtenidos para los antimicrobianos a tres
niveles de concentracién: para ameoxicilina los niveles fueron de 2.4, 5 y 10 pg/mL;

para el resto de los antimicrobianos los niveles fueron (.3, 5 y 10 pg/mL Los datos
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TABLA XII

PRECISION INTRADIA DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

-

RSD RSD RSD
Analito
LO.Sp«g/mL 5 ug/mL 10 pg/mL |
Amoxicilina* \ 8.0 37 27
Trimetoprim | 8.1 3.0 6.5
N ]
Linezolid 4.5 L 2.1 l 0.6
‘ Sulfametoxazol 1.9 2.6 " 14
\ Garenoxacina 2.6 1.5

Las determinaciones se realizaron por triplicado. Datos calculados a
partir de arca de pico. Fase estacionaria: Columna AtlantisdC g, Fase
movil: ATF 0.1%: Acetonitrilo. Elucion en gradiente. Flujo 1mL/min,
Temperatura 30°C. Deteccion a 254 nm *El nivel bajo para amoxicilina
es 2.4 pg/mlL.

fueron calculados a partir de los datos de area de pico cromatografico. Todos los
valores se encuentran dentro del limite del 15% (FDA Bioanalvtical validation,

2001).

3.1.2.4 Robustez

El analisis de datos abtenidos a partir del disefio experimental se muestra en
la tabla XIV. En la parte superior se muestra el valor de la desviacidn estdndar
obtenido del andlisis de precision para cada antimicrobiano. Se obtuvieron los
tiempos de retencion de cada  antimicroblano a  partir  del cromatograma
obtenido para cada una de las modificaciones propuestas de acuerdo al disefio
experimental. Los valores de las medias de las diferencias se muestiran en cada
recuadro. Cada uno de estos valores fue comparado con la desviacidn estindar vy, al
ser mayores que €sta, puede afirmarse que la modificacion de todos los parametros

afecta significativamente al metodo. Excepto en el caso de la garenoxacina, en el
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cambio de proporcidn inicial de acetonitrilo, todas las medias resultaron mayores que
las desviaciones estandar, por lo que el cambio en cualquiera de las condiciones

probadas afecta significativamente al método.

TABLA XIII

PRECISION INTERDIA DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

——

RSD RSD RSD
Analito
0.3ug/mL 5 pg/mL 10 ug/mL

Amoxicilina* 5.0 7.0 11.0
Trimetoprim 5.7 11.1 13.8
Linezolid 12.9 2.7 5.2
Sulfametoxazol 12.3 6.4 7.7
(Garenoxacina 7.6 | 9.5 10.3

Las determiniaciones se realizaron por triplicado. Datos calculados a
partir de area de pico. Fase estacionaria: Columna AtlantisdC18, Fase
movil: ATF  0.1%: Acetonitrilo. Elucion en gradiente. Flujo
ImbL/min. Temperatura 30°C. Deteccidn a 254 nm *El nivel bajo para
amoxicilina es 2.4 pg/mL.

3.1.2.5 Estabilidad
La amoxicilina resultdé muy inestable, no asi para el resto de los
antimicrobianos los cuales mostraron estabilidad hasta por dos semanas. Estas

graficas se muestran en la figura 18.
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Figura 18. Graficas de estabilidad de antimicrobianos en la mezcla estandar. La mezcla fue
preparada en buffer de fosfatos 0.01M pH 7.2 M

3.1.3 Validacion del sistema: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién

con deteccidn por fluorescencia

3.1.3.1 Intervalo lineal
La tabla XV muestra los datos de validacidn obtenidos para el intervalo lineal
de trabajo: Factor de respuesta promedio para cada analito, coeficiente de variacién

de los factores de respuesta (RSD), la ecuacion de regresion con los valores de la
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pendiente (m), y el intercepto (b), asi como el coeficiente de correlacion (RY). La

figura 19 muestra las curvas de calibracion obtenidas para cada antimicrobiano.

TABLA XIV

RESULTADOS DEL ENSAYO DE ROBUSTEZ

Antimicrobiano

Yariable

‘ Temperatura °C 28/32

r———;—J
Fluje mL/min  0.8/1.2

| ATF%

0.05/0.15

Acetonitrilo 6/10

Vol. de inyeccion (ul.) 5/15

Solvente de 1la
ATF/Acetonitrilo

mezcla

i rem/iex (nm)

TABLA XV

INTERVALO LINEAL Y ECUACION DE REGRESION OBTENIDAS PARA
GARENOXACINA, LINEZOLID Y SULFAMETOXAZOL
DETECCION POR FLUORESCENCIA

r | Intervalo FR RSDer* | Ecuacién de regresién
Analito R?
lineal y=mx +b
Garenoxacina | 0.15-20 | 49127 13 y = 58475x -23340 0.996
Linezolid 2.4-20 845 16 y= 1091x - 2187 0.997
Sulfametoxazol | 2.4 20 3685 10 y =4250x — 4204 0.996

*Coeficiente de variacidn de los factores de respuesta. Los datos son el promedio de tres
determinaciones. Condiciones de analisis: Fase estacionaria: Columna AtlantisdC,s, Fase movil:
ATF 0.1%:Acctonitrilo. Elucion en gradiente. Flujo I'mL/min. Temperatura 30°C. Deteccion por
flucrescencia: longitud de onda de excitacidon/emision de 282/392 nm para sulfametoxazol y
linezolid y de 292/408 para garenoxacina.
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Figura 19. Curvas de calibracion para garenoxacina, linezolid y sulfametoxazol. Fase
estacionaria: Columna Atlantis dC18 Fase movil: ATF 0.1%: Acetonitrilo elucién en
gradiente. Deteccion por fluotescencia: longitud de onda de excitacidon/emisidén de 282/392
nm para sulfametoxazol y linezolid y de 292/408 para garenoxacina.

3.1.3.2 Limites de deteccién v limites de cuantificacion por CLAR-fucrescencia

En la tabla XVI se muestran los limites de deteccion y de cuantificacion

cbtenidos para cada antimicrobiano.

3.1.3.3 Precision por CLAR-Fluorescencia

I:n la tabla XVII se muestran los coeficientes de variacién intradia del sistema
obtenmidos para linezolid, sulfametoxazol y garenoxacina a niveles de concentracion
de 2.4, 5 y 10 ng/mL para sulfametoxazol y 5, 10 vy 20 para linezolid y 0.3, 2.4 y 10

para garenoxacina.



TABLA XVI
LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE
ANTIMICROBIANOS
CLAR-FLUORESCENCIA
LD LC
Antimicrobiano (FDA) (FDA)
pg/mL g/mL
Linezolid 1.2 5.0
Sulfametoxazol 0.6 24
Garenoxacina 0.065 0.15

Fase estacionaria: Columna AtlantisdC,s, Fase mavil:
ATF 0.1%:Acetonitrilo. Elucidon en gradiente. Flujo

ImL/min.  Tetnperatura

30°C

Deteccion  por

fluorescencia: longitud de onda de excitacion/emision de
282/392 am para sulfametoxazol y linezolid vy de
292/408 para garenoxacina.
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En la tabla XVIII se muestran los ceeficientes de wvariacion del sistema

obtenidos para linezolid, sulfametoxazol y garenoxacina a niveles de concentracion

de 2.4.5 v 10 png/mL.

PRECISION INTRADIA DEL METODO CROMATOGRAFICO

TABLA XVII

Analito
Linezolid

Sulfametoxazol

RSD

7.0

6.1

L Garenoxacina

52

Datos calculados a partir de drea de pice. Fase estacionarta: Columna
AtlantisdC 3, Fase mdvil:
gradiente. Flujo ImL/min. Temperatura 30°C. Deteccién por
fluorescencia: longitud de onda de excitacion/emision de 282/392
nm para sultametoxazol y linezolid y de 292/408 para garenoxacina.

3.1.3.4 Robustez

ATF 0.1%:Acetonttrilo.

Elucién en
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Los resultados de robustez se muestran en la XVI en donde fueron evaluados
cambios en las longitudes de onda de excitacion y de emision. La variacion en estos

parametros produce un cambio significativo sobre el desempefio del método.

TABLA XVII

PRECISION INTERDIA DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

Analito RSD RSD RSD
Linezolid 15.0 12.0 12.0
Sulfametoxazol 12.0 3.0 2.0
Garenoxacina J 15.0 95 103

Las determinaciones se realizaron por quintuplicado. Datos
calculados a partir de area de pico. Fase estacionaria:
Columna AtlantisdC18, Fase mévil: ATF 0.1%: Acetonitrilo.
Elucion en gradiente. Flujo lmL/min. Temperatura 30°C.
Deteccion  por  fluorescencia: longitud de onda de
excitacidn/emision de 282/392 nm para sulfametoxazol y
linezolid y de 292/408 para garenoxacina

3.1.4 Analisis de Amikacina por CLAR-Fluorescencia. Derivaciéon con OPA
El cromatograma obtenido del analisis de la amikacina, a una concentracidn de
100 pg/mL se observa en la figura 20. Puede apreciarse que el derivado fluorescente

de este analito presentd una muy baja respuesta al detector.

En la figura 20 también se muestra el cromatograma de plasma libre de
antimicrobianos con el reactivo de derivatizacidon OPA/2ME. Puede apreciarse

varias sefiales alrededor del tiempo de retencién de la amikacina (19.3 minutos).
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ANALISIS DE AMIKACINA CON OPA/ 2ME
a) solucion estandar b) en plasma
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Figura 20 a) Cromatograma de amikacina 100 ug/mL derivatizada con
OPA/ 2ME b) Cromatograma de amikacina 100 ug/ml. en plasma
derivatizada con OPA/ 2ME .Condiciones de analisis: Fase estacicnaria:
Columna AtlantisdC18, Fase movil: ATF 0.1%: Acetonitrilo. Elucidén en
gradiente. Fluyjo lml/min. Temperatura 30°C. Deteccidn por fluorescencia:
longitud de onda de excitacidon/emisién de 365/465 nm. La flecha indica la
sefial de 1a amikacina
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3.2 Métodos analiticos desarrollados en plasma y tejido

3.2.1 Tratamiento de la muestra

3.2.1.1 Eleccidn del solvente para precipitar proteinas

Se probaron tres diferentes solventes para realizar la precipitacion de proteinas.
En la tabla XVIII se comparan los resultados obtenidos tanto de recuperacion como
de precision. De los tres solventes que se probaron se selecciond ¢l acetonitrilo para
realizar el procedimiento de precipitacion de proteinas adicionando 200 pL de
acetonitrile a una alicuota de 50 pL de plasma. Los porcentajes de recuperacion mas
altos se obtuvieron con metanol, los mas bajos con acido trifluoroacético. Todos los

valores de ¢oeficientes de variacidn son menores del 15%.

TABLA XVII1

RESULTADOS DE RECUPERACION UTILIZANDO DIFERENTES
AGENTES PRECIPITANTES

Solvente

Antimicrobiano

|

Amoxicilina

Trimetoprim
Linezolid

Sulfametoxazol

(arenoxacina

1* Acetonitrilo 2* Metano! 3¥ Acido triflucroacético. En todos los casos se
afiadieron 200 pl del agente precipitante a 50 pbL de plasma
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Los datos obtenidos a partir del anilisis de varianza se muestran en la tabla
XIX. Los datos de recuperacion mostrados anteriormente se compararon con el valor
F de tablas, obtenido con un valor de confianza de 95%. Como F calculado es mayor
que ¢l valor F de tablas se demostré que hay diferencia significativa entre los
solventes que se utilizaron para precipitar proteinas. El solvente seleccionado fue

acetonitrilo.

3.2.1.2 Volumen de muestra

A partir de los valores de recuperacién obtenidos en funcion de dos diferentes
volimenes de plasma utilizados para el procedimiento de precipitacidén de proteinas
(50 y 100 pul.) se caleuld la varianza y se aplicé la prueba F de significancia. En la
tabla XX se comparan los valores F calculados con el valor F de tablas obtenido
tomando en cuenta un nivel de confianza de 95%. Los valores de F calculados son
menores que los valores F de tabla (9.28) tomando en cuenta un nivel de confianza
del 95% , por lo tanto no existe diferencia significativa entre los procedimientos
realizados. Se selecciond el volumen de 50 pl para el desarrollo del método.

TABLA XIX

ANALISIS DE VARIANZA

Solvente -
Fealculado Ftablas

Antimicrobiand

Trimetoprim 7.30
Linezolid 6.79

5.14

Sulfametoxazol 6.26

L (Garenoxacina 33.47

Para encontrar diferencia en la recuperacion de
antimicrobianos utilizando  diferentes agentes
precipitantes. Valor F de tablas con un nivel de
confianza del 95%
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TABLA XX
PRUEBA F
Valor
VOlleen F tablas
FcalCllladO
Amoxicilina 6.28
Trimetoprim 3.53
Linezolid 2.35 9.28
Sulfametoxazol 2.80
Garenoxacina 4.01

Aplicada para encontrar diferencia entre ¢l
volumen de plasma utilizado para precipitar
proteinas Valor F de tablas con un nivel de
confianza del 95%.

3272 Validacion del método cromatografico para la determinacién de

antimicrobianos en plasma: CLAR con deteccién UV 254 nm

En la figura 21 se muestra un cromatograma de plasma de ratdn adicionado con

la mezcla de antimicrobianos a concentracion de 5 ug/mL

oo Linezolid ~a
2 008 Sulfametoxazol
G 006 Trimetoprim / _
Garenoxacina
UA \ \
C e
Amoxicilina

1

200  aba | soo 8t | 1000 1200 4R, 900 1800  sc0a | 2203 | 2400 600 2000
minutos

Figura 21. Cromatograma de la mezcla de estandares a 5 pg/mL en plasma de ratén.
Columna Atlantis dCyy Sum (150 x 4.6 mm), Fase movil TEFA 0.1%:Acetonitrilo.

Elucion en gradiente. Flujo ImL/min. Temperatura 30 °C. Deteccion 254 nm.
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Para el analisis se utilizé el sistema cromatografico propuesto anteriormente.
Los tiempos de retencidn, en minutos, fueron: amoxicilina 10.81, trimetoprim 13.48,
linezolid 16.31, sulfametoxazol 17.43 y garenoxacina 23.22. La deteccion se realizd
a 254 nm. El fluyjo fue de 1 mL/min y la temperatura de la columna se mantuvo a
30°C. Las sefiales con tiempo de retencidén menor de 2 minutos, asi como la sefial que

aparece aproximadamente a los 12 minutos, provienen de constituyentes del plasma.

3.2.2.1 Linealidad, limites de deteccidn y de cuantificacion

El intervalo lineal de trabajo para amoxicilina fue de 2.4 a 20 pg/mL. Para
trimetoprim, sulfametoxazol y linezolid fue de 0.3 a 20 pg/ml y para garenoxacina

fue de 0.3 a 10 pg/ml..

En la tabla XXI se presenta el intervalo lineal, los factores de respuesta y los
coeficientes de variacion de los factores de respuesta, la ecuacidn de regresion y el

coeftciente de correlacion para cada antimicrobiano analizado en la mezcla.

En la tabla XXII se muestran los limites de detecctdn y de cuantificacion

determinados para cada antimicrobiano.

La figura 22 corresponde a las curvas de calibracion preparadas en matriz para

cada antimicrobiano.
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INTERVALO LINEAL Y ECUACIONES DE REGRESION OBTENIDAS

PARA ANTIMICROBIANOS EN PLASMA

Intervalo | FR | RSDeg* | Ecuacion de regresion B
Analito R’
lineal y=mx+b
Amoxicilina 24-20 770 13 y=865.6x-364.9 |0.998
Trimetoprim 0.3-20 8391 7.6 y =8819.9x - 775.7 11998
Linezolid 0.3-20 25101 7.43 y = 25940x — 3045.8 1 0.999
Sulfametoxazol | 0.3-20 | 17580 | 7.55 y =17107x + 2119 [ 0.999
Garenoxacina 0.3-10 | 15969 3.76 y=16268x + 132 0.999

*Coeficiente de variacion de los factores de respuesta. Los datos son el promedio de tres
determinaciones. Condiciones de andlisis: Fase estacionaria: Columna AtlantisdCys, Fase movil:
ATF 0.1%:Acetonitrilo. Elucién en gradiente. Flujo !mL/min. Temperatura 30°C. Deteccidn a 234 nm

’ TABLA XXII
LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE

ANTIMICROBIANOS.

DETERMINACION EN PLASMA

Limice de Limitede |y . sede | Limite de
deteccion cuantificacion deteccion cuantificacion
Antimicrobiano (FDA) (FDA)
il il caleulado calculado
HEm pHem pg/mL ug/mL
Amoxicilina 1.2 2.4 0.50 1.40
Trimetoprim 0.15 0.3 0.03 | 0.10
Linezolid 0.15 0.3 0.06 0.21
Sulfametoxazol | 0.15 0.3 0.03
Garenoxacina 0.15 0.3 0.07
| _

Condiciones de analisis: Fase estacionaria: Celumna AtlantisdC sy,

Fase moévil: ATF

0.1%:Acetonitrilo, Elucién en gradiente. Flujo 1mL/min. Temperatura 30°C. Deteccion a 254 nm
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Curva de ealibracion de amoxicilina en Curva de calibracidn de trimetoprim en

plasma plasma
15000 3 00E+Q5
100a0 2 00E+05
S sooo 1,00E+05
U'DDE"'OD T T T T 7
0 a 3 10 15 20 25
0 5 10 15 20 25
concentracion pg/mlL

concentracion ug/mL

j . . Curva de calibraciéon de sulfametoxazol en
Curva de calibracion de linezolid en plasma

plasma
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Figura 22. Curvas de calibracion obtenidas para los antimicrobianos. Fase estacionaria:
Columna Atlantis dC18. Fase mévil ATF 0.1%: Acetonitrilo. Flujo ImL/min. Elucion en
gradiente. Deteccion UV 254

3.2.2.2 Precision intradia e interdia
En la tabla XXIIT y XXIV s¢ muestran los coeficientes de variacién del método

cromatografico a tres niveles de concentracion considerados como bajo (0.6 pg/mL),

medio (2.4 pg/mbL) y alio (10 pg/mL).



TABLA XXIH

DETERMINACI()N DE ANTIMICROBIANOS EN PLASMA
PRECISION INTRADIA A TRES NIVELES DE CONCENTRACION

‘ Precision intradia ]
S ‘_ RSD
Antimicrobiano
0.6 5 1 10
pg/mL | pg/mL png/ml

Amoxicilina* 10 3.1 6.5

Trimetoprim 7.0 4.4 2.0

Tinezolid | 60 42 3.1
Sulfametoxazol 9.0 6.2 35
| Garenoxacina | 2.0 9.0 3.0 T

Las determinaciones se realizaron por triplicado. Datos calculados a
partir de area de pico. Fase estacionaria: Columna AtlantisdC g, Fase
movil: ATF 0.1%: Acetonitrilo. Elucion en gradiente. Flujo ImL/min.
Temperatura 30°C. Deteccidn por UV 254 nm * Valor determinado a
concentractén de 2.4 pg/mlL

TABLA XXI1V

DETERMINACION DE ANTIMICROBIANOS EN PLASMA
PRECISION INTERDIA A TRES NIVELES DE CONCENTRACION

{ Precision intradia
RSD
Antimicrobiano
— ]
06 | 5 10
pg/mL pg/ml /mL

- | g ng

Amoxicilina 12 8.0 12.0
1

" Trimetoprim 9.2 9.0 | 6.0
Linezolid 8.1 12.0 6.0
Sulfametoxazol 8.0 6.0 7.0
Garenoxacing 8.0 6.0 5.0

Las deterrinaciones se realizaron por triplicado. Datos calculados a
partir de 4rea de pico. Fase estacionaria: Columna AtlantisdC g, Fase
mévil: ATF 0.1%:Acetenitrilo. Elucidn en gradiente. Flujo ImL/min.
Temperatura 30°C. Deteccion por UV 254 nm. * Valor determinado a
concentracion de 2.4 pg/mL
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3.2.2.3 Exactitud

En la tabla XXV se muestran los resultados de recuperacién obtenides al
aplicar el método de desproteinizacidn antes descrito, afiadiendo 200 pl acetonitrilo
a alicuotas de 50 pl de plasma. Los porcentajes de recuperacion fueron calculados
uttlizando el método de estandar externo a partir de las curvas de calibracion
elaboradas en matriz plasma. Todos los valores obtenidos se encuentran en ¢l

intervalo de 80-120% y con un RSD menor del 15%.

TABLA XXV

DETERMINA(;IC)N DE ANTIMICROBIANOS EN PLASMA
RECUPERACION A TRES NIVELES DE CONCENTRACION

Antimicrobiano 10
0.6pg/mL 5 ug/mL
RSD RSD ug/mL RSD
’ 2% R+ds %% REds
%R=Eds
[

Amoxicilina ND [ Nd 88+5

118 +11 108416

Suifametoxazol

|
Garenoxacina ] 111£13 | 12 L]O%:ll J 10 107+8§

Condiciones de analisis: Fase estacionaria: Columna AtlantisdC,s, Fase movil: ATF
0.1%: Acetonitrilo. Elucidn en gradiente. Flujo 1mL/min. Temperatura 30°C. Deteccidén
por UV 254 nm.

3.2.2.4 Selectividad

Las muestras analizadas de plasma no presentaron sefiales que tuvieran los
mismos tilempos de retencién de los antimicrobianos. La identificacién de los
compuestos se Hevo a cabo por el tiempo de retencidn y por el espectro de absorcidn

de cada uno de los compuestos analizados (figura 16).



85

3.2.2.5 Estabilidad

Las muestras de plasma con antimicrobianos que fueron almacenadas en
congelacion fueron estables hasta por un periodo de seis meses. (Figura 23 a). Las
muestras de plasma desproteimzadas y analizadas 10 horas después de su

preparacién resultaron inestables ya que las sefiales de los analitos se veian

Trimetoprim

Amozxicilina

120 L e e mmemm
% R hd * re
o1 7 WP S -
o 2 a 6
meses meses
. . Sulfametoxazol
Linezolid
4205 oo e oo e S S
- + * -
X - * hd X - -
* -»>
2ds Femcmmemm e T 208 )T o P
i ‘ " o 2 4 6 &
0 2 4 6 8
meses
mMeses
Garenoxacina
H2US W o mm e
X *
-2ds > *
SUNEE: ORI ®omn ..
u] 2 4 & 8

MeEsSEsS

Figura 23 a). Graficas control para establecer estabilidad de los antimicrobianos. Las
muestras de plasma fueron almacenadas a —20°C.
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notablemente disminuidas. De la misma manera, las muestras analizadas y guardadas

en refrigeracidn por 24 horas también presentaron una disminucion de la sefial.

(Figura 23 b)

Amoricilina Trimetoprim
¥R L 205, e ea_aa_a
X &+ X >
-2ds e e 2agt oo
+ *
o 1 10 15 20 ol )
[} 5 14 15 20 25 30
horas
horag
Suffametoxazol
Linezolid
+2dS o . *208l
X X +
. ® B4 o A ;"
Gk k3
[} ;_ ill 1'5_ ;l :s_ Ill 0 _;_ 10 _;; 2‘0 25 w0
horas horas
Garengxacina
20 e = = e m e em e em e m—aa
e, o
-2ds +»
1 H _'l'l_ 1‘5 _!'I_ 41 _I‘I
horas

Figura 23 b). Gréficas control para aestablecer la estabilidad de los antimicrobianos €n muestras
de plasma preparadas.
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3.2.3 Validacién del método cromatografico para la determinacion de

antimicrobianos en plasma: CLAR con deteccién por fluorescencia

Se presentan los resultados obtenidos para garenoxacina. Los pardmetros de

validacion para sulfametoxazol y linezolid no fueron obtenidos.

3.2.3.1 Linealidad, limites de deteccidn y cuantificacion
En la tabla XXVI se muestran los datos de: intervalo lineal, factor de
respuesta, coeficiente de variacion de los factores de respuesta, ecuacion de la recta y

coeficiente de correlacion obtenidos para garenoxacina.

En la tabla XXXI se muestran los limites de deteccidn y cuantificacion de
acucrdo a la guia de validacion, v los valores calculados de acuerdo a las ecuacidnes
7y8.

TABLA XXVI

INTERVALO LINEAL Y ECUACION DE REGRESION OBTENIDA PARA
GARENOXACINA EN PLASMA

Intervalo Ecuacidn de regresion
Analjto FR | RSDm* R?
lineal y=mx+b
Garenoxacina | 0.15-20 | 55263 11 y = 54207x — 2299 | 0.999

Datos calculados a partir de area de ptco. Fase estacionaria: Columna AtlantisdC s, Fase
mévil: ATF 0.1%:Acetonttrilo. Elucidn en gradiente. Flujo ImL/min. Temperatura 30°C.
Deteccidn por fluorescencia: fongitudes de onda de excitacidén/emision de 292/408.
3.2.3.2 Precision

El coeficiente e variacidn obtenido para la concentracion de 0.6 ug/mL fue de

4% vy para el nivel alto de concentracion (10 ug/mL) el coeficiente de variacion fue

de un 12%
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3.2.3.3 Exactitud

Los porcentajes de recuperacién obtenidos para garenoxacina fueron desde

99% para el nivel inferior de concentracién (0.6 pg/mL) hasta 117 y 118% para las

concentractones de 2.4 y 10 pg/ml..
TABLA XXVII

LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION
DE GARENOXACINA CLAR-Fluorescencia

LD LC
Antimicrobiano (FDA) (FDA)
ng/mL ng/mL

Garenoxacina 0.03 0.06

Fase estacionaria: Columna AtlantisdC18, Fase mavil: ATF
0.1%:Acetonifrilo. Elucién en gradiente. Flujo 1mL/min,
Temperatura 30°C Deteccidn por fluorescencia: longitud
de onda de excitacion/femision de 292/408 nm. Los
limites fueron calculados esperimentalmente de acuerdo
a las guias de la FDA.

3.2.4 Validacién del método cromatografico para la determinacién de

antimicrobianos en tejido de raton infectado con actinomicetoma: CLAR con

detecion UV 254 nm

En la figura 24 se muestra un cromatograma de la determinacion de

antimicrobianos en tejido de ratdn infectado con actinomicetoma. Todos los

antimicroblanos estan en una concentracion de 0.6 png/mL

Para el analisis se utilizé el sistema cromatografico propuesto anteriormente.
Los tiempos de retencién, en minutos, fueron: amoxicilina 10.81, trimetoprim 13.68,

linezolid 16.13, sulfametoxazol 16.62 y garenoxacina 23.31. La deteccion se realizo
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a 254 nm. El flujo fue de ! mL/min y la temperatura de la columna se mantuvo a
30°C. Las sefiales con tiempo de retencion menor de 2 minutos, asi como la seiial que

aparece aproximadamente a los 12 minutos, corresponden a sefiales de la matriz.

3.2.4.1 Linealidad, limites de deteccion y de cuantificacion

La linealidad para amoxicilina fue de 1.6 a 20 pg/mL. Para trimetoprim,
sulfametoxazol y linezolid fue de 0.375 a 20 pug/ml y para garenoxacina fue de

0375410 pg/mL

La figura 25 muestra las curvas de calibracion obtenidas para los diferentes

antimicrobianos.

Linezolid | Sulfametoxazol

0006 ) i
Trimetoprim \

9004

Garenoxacina

\

Amoxicilina

L.t

Cam s ohe sbe wha idw ‘gpe Moo or 20m 2D 2400 2w 2as

Figura 24. Cromatograma de la mezcla de estandares a 5 pg/mL en
tejido de raton. Columna Atlantis dC18 Sum (150 x 4.6 mm), Fase
movil TFA 0.1%Acetoenitrile. Elucién en gradiente. Flujo ImL/min.
Temperatura 30 °C. Deteccidn 254 nm. Las sefiales cromatogrificas
corresponden a 1)Amoxicilina, 2) Trimetoprim 3) Linezolid, 4)
Sulfametoxazol y 5} Garenoxacina,

En la tabla XXVIII se presenta el intervalo lineal, los factores de respuesta v
sus correpondientes coeficientes de variacion, la ecuacidn de regresidon y el

coeficiente de correlacion (R”) obtenidos para cada antimicrobiano.
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En la tabla XXIX se muestran los limites de deteccidn y de cuantificacion

determinados para cada antimicrobiano.

TABLA XXVIII

INTERVALO LINEAL Y ECUACIONES DE REGRESION OBTENIDAS
PARA ANTIMICROBIANOS EN TEJIDO INFECTADO

' |
Analito Intervale | pp 1 RS
lineal

Amaoxicilina 1.66-20 | 1118

Trimetoprim 0.375-20 | 11494 13.7 T y = 11394x - 598.6 0.9%6
I S R e
Linezohd 0.375-20 | 25940 12.3 y=25940x -30458 | 0.997

Ecuacion de regresion
y =mx +b

y=1241.5x - 613

Sulfametoxazol | 0.375-20 § 21325 [ 11.7 y =21376x - 1970 0.997
Garenoxacina | 0.375- 10 | 15446 L [2.2 y = 19092x — 3900 0.997 {

*Coeficiente de variacidn de los factores de respuesta. Los datos son el promedio de tres
determinactones. Condiciones de analisis: Fase estacionaria: Columna AtlantisdC,y. Fase movil:
ATF 0.1%:Acetonitrilo. Elucidn en gradiente. Flujo ImL/min. Temperatura 30 °C. Deteccidn a 254
nm

TABLA XXIX

LIMITES DE DETECCION Y CUANTIF}CACION DE
ANTIMICROBIANOS DE ACUERDO A GUIAS DE LA FDA.
DETERMINACION EN TEJIDO INFECTADO

=

png/mL | pg/mL
|
|
[
|

Antimicrobiano LD

Amoxicilina 0.50 1.6
o .
'L rimetoprim 0.15 0.3
Linezolid 0.15 0.3

Sulfametoxazol 0.15 . 0.3
Garenoxacina T Q.15 0.3 N

|
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claibracion d oxicili ejido . .
Curva de claibracian de amoxicilina en teji Curva de calibracién de trimetoprim en

infectado 4= 24154 - 612,08 tejido
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Figura 25. Curvas de calibraciém obtemidas para los antimicrobianos. Fase estacionana:
Columna Atlantis dC5. Fase mdvil ATF 0.1%:Aceonitrilo. Flujo 1mL/min. Elucion en
gradiente. Deteccidn UV 254 nm.

3.2.4.2 Precision
En la tabla XXX se muestran los ceeficientes de variacion del método

cromatografico a tres niveles de concentracién considerados como bajo (0.5 pg/mL),

medio (1.66 ug/ml) y alto {5 ng/ml).
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TABLA XXX

DETERM]NACI()N DE ANTIMICROBIANOS EN TEJIDO INFECTADO
PRECISION A TRES NIVELES DE CONCENTRACION

Precisidn intradia ’
| RSD

Antimicrobiano
0.6

pg/mL

I Amoxicilina } 15
Trimetoprim ‘ 9.2 7. 1 .
|
Linezolid ‘ 4.1 0.7 } 4.5

| Sulfametoxazol | 9.7 2.4 I 4.7 |
l L
Garenoxacina ‘ 15 ‘ 10.0 R 7.0

Fase estacionaria: Columna AtlantisdC,g, Fase wmavil: ATFE
0.1%:Acetonitrilo.  Elucion  en  gradiente, Flujo  ImL/min.
Temperatura 30°C. Deteccidn a 254 nm

3.2.4.3 Exactitud

En la tabla XXXI se muestran los resultados de recuperacion obtenidos aphicar
el método de desproteinizacion antes descrito, utilizando 3 mL de acetonitrilo a la
alicuota de tejido disuelta en 2 ml de buffer de fosfatos. Los porcentajes de
recuperacion fueron calculados ufilizando el método de estandar externo a partir de

las curvas de calibracion elaboradas en matriz tejido.

3.2.4.4 Selectividad

Las muesiras de tejido control (sin antimicrobianos) analizadas presentaron
sefiales  provenientes de la matriz, pero ninguna de ellas interferia con los

antimicrobianos.
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RECUPERACIONES OBTENIDAS PARA ANTIMICROBIANOS. COMO
PRECIPITANTE DE PROTEINAS SE UTILIZO ACETONITRILO.

o ‘ 0.4ug/mL 2 pg/mL 8 ng/mL
Antimicrobiano RSD RSD RSD
%aR. %R %R
Amoxicilina ND ND 88+4 4 7218 11
Trimetoprim 104 £11 10 0442 2 104+7 7 J
Linezolid 106+15 14 100£5 5 110+5 5
Sulfametoxazol| 122+14 11 10242 3 112+7 6
Garenoxacina 9348 8 73x6 8 8548 10
L 1

3.2.5 Aplicaciones

3.2.5.1 Aplicaciones en plasma

En las figura 26 se muestra un cromatograma correspondiente al andlisis de
linezolid en plasma de raton a los 120 minutos después de la administracién del
antimicrobiano. Se encontraron niveles de linezolid de hasta 2 pg/mL despuds de 160

minutos después de la administracién del antimicrobiano

En la figura 27 se muestran los cromatogramas correspondientes al analisis de
la garenoxacina en plasma de ratén por UV y por fluorescencia. Se realizaron
determinaciones en plasma desde la administracién {timepo cero) hasta los 180

minutos después de la administracion de 3 diferentes dosis (25, 50 ¥ 75 mg/kg de

peso) de garenoxacina



94

AUIG-FCIA0 LOFAMEIDGrAm

LERN)

T — | T - | T d
2up 40g mod =00 iS00 CT0E AL MDD HO0 1oDU 300 MIF M TSRO

Figura 26. Anpdlisis de linezolid en plasma de ratén.
Condiciones de andlisis: Fase estacionaria; Columna
AtlantisdC18, Fase movil; ATF 0.1%:Acetonitrilo. Elucidén en
gradiente. Flujo ImL/min. Temperatura 30°C. Deteccién por UV

254 nm.

Fgura 27. Analisis de Garenoxacina en plasma de raton. El cromatograma de la
derecha corresponde a la determinacién por UV 254 nm. El cromatograma de la
izquierda corresponde a la determinacion por flucrescencia

3.2.5.2 Aplicaciones en tejido

La figura 28 corresponde al andlisis en tefido de ratdn infectado y tratado con [a
combinacion linezolid-garenoxacina. Se observan las seflales de linezolid vy
garenoxacina. El espectro de absorcién confirma la presencia de estos analitos. La

concentracion calculada de estos dos antimicrobianos fue de 4.06 y 3.76 pg/mL

respectivamente
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Figura 28. Andlisis de linezolid y garenoxacina en tejido de ratdn infectado con
actinomicetoma y tratado con esta mezcla de antimicrobianos a) tejido blanco b)

tejido con la mezcla. Los espectros de absorcion de ¢) linezolid y d) garenoxacina
se muestran en la parte izquierda del cromatograma

La figura 29 corresponde al analisis en tejido de ratdn infectado y tratado con la
combinacion sulfametoxazol-trimetoprim-linezolid. Se observan las seflales de
sulfametoxazol y trimetoprim. El espectro de absorcién confirma la presencia de

estos analitos. Ambos analitos se encontraron por debajo de los limites de

cuantificacidn establecidos para el método.
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Figura 29. Analisis de trimetoprim-sulfametoxazol-linezolid en tejido de raton
infectado con actinomiceoma y tratado con esta mezcla de antimicrobianos a)
tejido blanco b) tejido con la mezela, Trimetprim menoer al limite de deteccidn del
método. Los espectros de absorcién se muestran a la izquierda del cromatogramae
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DISCUSION

4.1 Desarrollo del método

Los antimicrobianos incluidos en el presente trabajo han sido determinados en
forma individual, o algunos de ellos de manera simultinea, tal es el caso de la
combinacion sulfametoxazol-trimetoprim y amoxicilina-acido clavuldnico. El
objetivo en este trabajo fue desarrollar un método que permitiera la determinacion
simultanea de todos ellos. Ya que todos presentan diferentes propiedades fisicas y
quimicas, fue necesario probar diferentes condiciones, partiendo de las
establecidadas en la literatura para cada uno de ellos, hasta encontrar un sistema con
fase movil y fase estacionaria bajo el cual todos los antimicrobianos presentaran
caracteristicas de afinidad. Una vez que se encontraron las condiciones favorables
para la separacion, se procedid a la validacién del método en plasma de raton y en
tejido de ratén infectado con actinomicetoma. También se optimizaron los
procedimientos de preparacion de muestras. Se demostrd la aplicabilidad de los
métodos desarrollados, ya que fueron analizadas muestras de plasma que contenian
algunos de estos antimicrobianos, asi como de tejido de ratones que habian recibido

tratamiento contra actinomicetoma con combinaciones de estos antimicrobianos.

4.1.1 Separacidon cromatografica.
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Se probaron diferentes fases estacionarias y solventes para la elucién. De
acuerdo a la bibliografia, y como se confirmé con los diferentes sistemas que se
trabajaron, tanto el linezolid, trimetoprim ¥ sulfametoxazol son analitos que pueden
ser eluidos bajo diferentes condiciones presentando picos cromatograficos facilmente
detectables y cuannficables; aunque en algunas de las condiciones prebadas la forma
del pico fue muy ancha o habia poca resolucion, ésta pudo ser modificada para
obtener un pico simétrico. La amoxicilina, la garenoxacina, la amikacina y el dcido
clavulanico son analitos de naturaleza polar, por lo que para lograr su retencidn en
columnas de fase inversa se requiere el uso de la cromatografia de par 10nico. La
amoxicilina en todos los casos presentd un tiempo de retencion cercano al tiempo
muerte, indicativo de la poca retencidn en la columna cromatografica, lo cual
ocasiond que, al tratar de analizar este analito en plasma, su sefial quedara dentro de
la seflal originada por el plasma. En todos los sistemas evaluados y las condiciones
probadas, el mayor tiempo de retencidon que presentd la amoxicilina fue de 2.45

minutos.

En el primer sistema se utilizd una columna Hypessil ODS (100 x 2.1 mm DI}
y como fase maévil trietilamina (TEA) y acetonitrilo. Esta fase es recomendada para
la separacion de sulfametoxazol y trimetoprim {(Vree 1978). La TEA y el 4cido
acético se combinan para formar una alquilamina que actua como par idnico y que
es utilizada para la separacion de compuestos basicos, como el trimetoprim. La fase
madvil se prepard utilizando como fase A TEA al 0.3% y se ajustd el pH a 4 con dcido
acético glacial, y fase B acetonitrilo, en una proporcién de 75:25. Los tiempos de
retencién obtentdos cuando se analizd una mezcla de amoxicilina, trimetoprim,

linezolid y sulfametoxazol fueron de 0.789, 149, 454 y 5.03 mnutos
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respectivamente. Se intentd aumentar la retencion de la amoxicilina con el cambio en
la proporcion de las fases méviles asi como la concentracidn de trietilamina, pero en
todos los casos el tiempo de retencion fue menor de un minuto, También se analizd
la amikacina, pero no fue detectada en UV. Se procedio a trabajar evaluando los
parametros de precision y de linealidad solo para los analitos trimetoprim,

sulfametoxazol y linezohd en solvente y en plasma. El plasma presentd una senal
ancha v con un tiempo de retencidén de 2 minutos. El tg del trimetoprim en plasma

fue inferior al que presentd en solvente, de tal manera que su sefial quedo dentro de
la del plasma. Ademés, la resolucidén entre linezolid y sulfametoxazol también
disminuyd. Después de esto se probd el cambio de condiciones para tratar de
aumentar la retencidn, pero no se obtuvieron resultados satisfactorios, por lo que el
sistema fue descartado.

Los antimicrobianos amoxicilina, sulfametoxazol y trimetroprim han sido
analizados utilizando como fase mévil buffer de fosfatos a un pH de 6.5 - 7 en
combinacion con acetonitrilo (Ronn, 1999, Dudley 1984) metanol con agua (Lee
1984) o con buffer de fosfatos (Abounassif 1991). Por esta razdn, se analizd la
mezcla de antimicrobianos tanto con metanol como con acetonitrilo en combinacidn
con buffer de fosfatos. Los resultados obtenidos no fueron satisfactorios ya que se
obtuvieron picos cromatograficos anchos para algunos antimicrobianos asi como

poca retencién para la amoxicilina, asi que también fue descartado este sistema.

Cromatografia de par i6nico
La Cromatografia de fase reversa puede ser utilizada para la separacion de
compuestos 16nicos, haciendo uso de la supresion de la ionizacion. Este método esta

basado en el ajuste del pH de la fase mévil para obtener un analito no ionizado. Asi,
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cuando se tienen acidos débiles o bases débiles el pH puede ser ajustado para tener
estas especies en su forma no ionizada. Sin embargo, existe una limitacion dada por
la inestabilidad de la silica que sirve como soporte para la fase estacionaria; solo se
permite un intervalo de trabajo de valores de a pH entre 2 y 8. Siel pH es menor de 2
podria ocurrir una hidrdlisis de los grupos funcionales de la fase unida; si el pH es

mayor de 8 la silica puede comenzar a disolverse (Quattrocchi, 1992).

Cuando no puede utihzarse el método de supresion de la icnizacidn, la
sustancias de naturaleza fuertemente acida o basica pueden ser analizados utilizando
la cromatografia de par idnico {IPC). En este tipo de cromatografia se ajusta el pH de
la fase mdovil para mantener el estado ionizade del compuesto, (para acidos el pH
adecuado es de 7.5 y para bases es de 3.5) y ademas se afiade en la misma fase movil
un contraion, es decir, una especie de carga contraria a la del analito. El mecanismo
de retencion de IPC se explica al menos en tres modelos: ¢l primero de ellos
establece que se forman pares idnicos en la fase moévil (eluente) vy que estos pares
idnicos experimentan la retencion en la columna cromatografica. El segundo
establece que los reactivos de par idnico se adsorben en la fase estacionaria y
después actian como sitios de intercambio idnico. En el tercer modelo se enfatiza la
importancia de las atracciones tanto de adsorcion como electrostaticas, para lograr la
retencién en cromatografia de fase reversa de estos pares i1dnicos (Bidlingmeyer

1992).

La cromatografia de par idnico presenta como ventajas el obtener tiempos de
separacion de los analitos cortos con resultados altamente reproducibles, los picos

cromatograficos son angostos y ademas se puede realizar la separacion simultdnea de
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analitos 10nizados y no ionizados ya que la retencion de estos ultimos no es afectada
ni por la presencia ni per la concentracion del reactivo de par i6nico. Cuando se
requiere trabajar con este tipo de cromatografia deberd tenerse en cuenta que la
columna que se utilice se reserve solo para esa aplicacion va que la adsorcién del
agente par i6nico puede ser irreversible. La concentracidn del contraidn es de 5 a 20
mM y ademas se requicren varios volimenes de columna para lograr Ja estabilidad
de la columna antes de ser utilizada en la separacion de los analitos (Quattrocchi

1992, Bidligmeyer 1992)

A pesar de que se tienen reportes de que la separacion de la amoxicilina, junto
con el 4cido clavuilanico, se ha llevado a cabo sin la introduccién de agentes par-
16nico, en nuestro caso, aunque se probaron las condiciones descritas, no se logro la
retencion de estos compuestos. Por lo anterlor, el siguiente paso a considerar fue el
uso de la cromatografia de par 10nico. Ademas de la amoxicilina, el analisis de las
quinolonas también requiere del uso de par iénico para su separacion (Krauwinkel,

1993, Yuan 1995, Liang 2002, Borner 1999, Colunga 2005).

Diferentes reactivos han sido utilizados para la formacién de pares idnicos.
Para la amoxicilina se ha utilizado el tetrabutilamonio (TBA), como fosfato o como
cloruro, el dodecilsulfato de sodio (SDR), y el dcido metanosulfonico. El pH de la
fase movil cuando se trabajé con el tetrabutilamonio fue de 6-7, por lo que la
amoxicilina estaba ionizada. Cuando se utilizé el Acido metanosulfénico no se
especifica el pH de trabajo, y en el caso del dodecilsulfato de sodio, ¢l pH de trabajo

fue de 4.9, para asegurar que la amoxicilina estuviera en la forma ionizada. En el



102

caso de las quinolonas, el agente par 10nico que se ha utilizado es sulfate de

tetrabutilamonio a una concentracion de 0.01 M.

En este trabajo se eligio el reactivo fosfato de tetrabutilamonio {(TBA) 0.01 M,
el cual se afiadio a la fase mévil A, constituida por buffer de fosfatos 0.01 M pH de
7.2. La fase B fue acetonitrilo. En un principlo se utilizé como fase estacionaria una
columna Cis, pero durante el desarrollo del método, los cromatogramas que se
obtenian presentaban picos cromatograficos asimétricos y todos presentaban un
“hombro”, muy constante y caracteristico, lo cual indicd la pérdida de eficiencia de

la columna, por to que fue desacartada.

La siguiente fase estacionara que se utilizd fue una columna XTerra. Esta
columna presenta la caracteristica de una tecnologia de particula hibrida (polimérica)
lo cual amplia el margen de pH al cual puede trabajarse. La fase estacionaria
incorpora ademdas un grupo polar que permite obtener mejores formas de pico
{simétrico y estrecho} y el uso de fases 100% acuosas (Waters Inc. 2003-2004). El
andlisis de los antimicrobianos en forma individual mostré lo siguiente: el dcido
clavulanico presentd pobre retencion y ademas una sefial muy pequefia con respecto
a la concentracion utilizada, es deciy, una baja sensibilidad. A un pH de 7.2 {(buffer
de fosfatos que se habia estado utilizando) la amoxicilina tendria carga negativa (pKa
de 2.7) por lo que la funcidn del TBA seria formar el par idnico v por lo tanto se
esperaria la retencién de este antimicrobiano, sin embargo, como en los casos
anteriores, se presentd pobre retencion ademas de la baja respuesta de este analito.
En el caso del trimetoprim se presentd también poca retencién y, en el caso de

linezolid y garenoxacina, el pico cromatografico fue muy ancho y los tiempos de
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retencion para ambos estaban muy cercanos. Una vez que se identificé el orden de
elucion, se realizé la mezcla de los antimicrobianos y se procedid a analizarla. En lo
que respecta al dcido clavulénico, no se logro una mayor retencién. Para la
amoxicilina, se consiguid que tuviera una mayor retencion en la columna,
trimetoprim tenia un buen tiempo de retencidn, el linezolid y el sulfametoxazol
tenian una resolucidon con un valor menor del optimo (1.3) por lo que debia
mejorarse, y en cuanto a la garenoxacina, se refenia fuertemente por la fase
¢stacionaria, De acuerdo a las recomendaciones para cuando se utiliza un agente par
idnico, antes de su uso la columna debe equilibrarse con 4 a 10 veces el volumen de
la misma, para lograr la saturacién de la fase estacionaria. Posteriormente, cada vez
que se utilice, es necesario pasar la fase movil, a un fluyjo normal, por dos a tres
horas, para lograr el equilibrio v comenzar a trabajar. En nuestro caso, la columna se
dejé la noche anterior con flujo de 0.2 mL/min y, antes de trabajar, un tiempo de
equilibrio de 2 a tres horas a un flujo de trabajo (0.4 mL/min). Esto implicaba un
gasto considerable de fase mévil. El reactivo TBA tiene un alto costo, la
concentracion a la que se utilizd (0.01 y 0.015 M) requeria de un peso mayor de 2
g/L. También se comprebd que la vida de la columna fue relativamente corta, ya que
durante el desarrollo de la separacion, la columna comenzé a perder eficiencia y la

presién del sistema comenzé a elevarse.

Antes de recurrir a una nueva columna, se plantearon otras alternativas de
analisis. Se decidid probar una columna Atlantis dCis de fase reversa. Las columnas
Atlantis tiepen una optima combinacién de densidad de grupo funcicnal Cig, y un
recubrimiento de grupos silanoles residuales de la particula de soporte

(“endcapping”) lo cual permite la retencién de compuestos polares sin deformacion
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del pico, asi como el usc de fases méviles 100% acuosas. Las caracteristicas
anteriores permiten que se lleven a cabo determinaciones de analitos que requieren
de par idnico para su separacién (Waters Inc. 2003-2004). Se decidic probar el
analisis de la mezcla de antimicrobianos sulfametoxazol-trimetoprim-garenoXacina
utilizando la columna anteriormente descrita. Como fase movil A buffer de fosfatos
0.01 M a pH 4 y fase mévil B acetenitrilo. Para la elucidn se utilizé un programa de
gradiente. Los resultados obtenidos permitieron optimizar y validar el método

cromatografico en plasma de ratén.

El método previamente desarrollado fue utilizado para la determinacion de
garenoxacina en muestras de plasma de raton BALB/c a los que se administré el
antimicrobiano en tres diferentes dosis (25, 50 y 75 mg/kg), v fueron tomadas
muestras de plasma en diferentes tiempos (0, 20 y 40 minutos y 1, 2, 3, 4 y 6 horas
después de la administracion). Estas muestras fueron procesadas para la
determinacion de los niveles de garenoxacina. Con los datos obtenidos se determiné

la cinética de este antimicrobiano.

Posteriormente se procedid a preparar una mezcla con los siguientes
antimicroblanos: amoxicilina, trimetoprim, sulfametoxazol, linezolid y garenoxacina.
El cromatograma correspondiente mostré la primera sefial con un tiempo de
retencion de 4.5 minutos y el resto de las seflales dentro de los sipuientes 30 minutos.
Las sefiales fueron identificadas mediante sus espectros de absorcion y se confirmd
que se trataba de los cinco antimicrobianos componentes de la mezcla. Por lo
anterior, se adoptd la columna Atlantis dCix para establecer las condiciones éptimas

de analisis y posteriormente la validacidn, tanto del sistema como de los métodos en
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plasma y en tejido. En comparacion con los otros sistemas cromatograficos, el
utilizar la fase estacionaria de la columna Atlantis resultd en un menor tiempo
necesario para estabilizar la columna, un tiempo de anélisis relativamente corto para
la separacion de los cinco componentes asi como una mayor rapidez y facilidad en la
preparacion de la fase mévil. Cabe mencionar también que el acido trifluoroacético
puede ser guardado a 4 °C vy ser utilizado continuamente durante un mes o mas

tiempo, sin que pierda estabilidad, solo se recomienda la filtracion previa a su uso.

4.1.2 Analisis de Acido clavulanico

Con respecto al dcido clavulanico, también fue Inyectado en forma
individual. El cromatograma mostré una sefial con muy baja respuesta y a un tiempo
de retencion relativamente corto que, si bien podia ser incluido en la mezcla y en la
validacion del sistema, al analizar ¢l plasma su sefial quedaria dentro de la sefial
propia del plasma. No se logrd aumentar su retencion aun disminuyendo la
proporcidn de solvente organico. A pesar de que al 4cido calvulédnico no se incluyd
en el método desarrollado debido a su baja respuesta en UV, pudo comprobarse que

su sefial no interferia con el resto de los otros antimicrobianos.

4.1.3 Analisis de Amikacina

Como se menciond en procedimientos, la amikacina fue derivatizada
utilizando el reactivo OPA/2ZME. Se realizd la determinacidn de este antimicrobiano
tanto en estandares como en muestras de plasma adicionadas. Los resultados
obtenidos con estdndares demostraron una baja respuesta del derivado fluorescente.
Ademas, cuando se realizdé el andlisis en plasma libre de antimicrobianos se

obtuvieron un gran namero de sefiales alrededor del tiempo de retencion de la



106

amikacina. En el cromatograma del analisis plasma-amikacina apareci¢ una sefial
muy cercana a la de amikacina que la mayoria de las veces no permitia resolverse. La
sensibilidad del método OPA/2Z ME no permitid cuantificar sefiales a niveles
inferiores a 10 pg/mL. Otro inconveniente que se presentd fue la poca estabilidad de
los derivados. (Salazar 1993). Por ello, se propuso desarrollar un método con
posibilidades de realizarse de una manera mas rapida y sencilla. Actualmente se esta
desarrollando un trabajo de tesis de maestria en donde se propone la determinacion

de amikacina por espectrofluorimetria.

4.1.4 Métodos de deteccidn

Analisis por Ultravioleta

La deteccidn de los antimicrobianos se realizdé a 254 nm. Si bien, no es la
longitud de onda de méaxima absorcion para todos ellos, los resultados obtenidos de
sensibilidad (limite de deteccidon y cuantificacion) son adecuados para la

determinacion de antimicrobianos tanto en plasma como en tejido.

Analisis por fluorescencia

Las referencias sefialan que ¢l sulfametoxazol presenta baja intensidad de
fluorescencia (Cruces-Blanco 1978), mientras que para linezolid no se cuenta con
referencias de su determinacién utilizando deteccién por fluorescencia. En el caso de
garencxacina, su determinacidn se ha realizado utilizando fluorescencia a longitudes
de onda semejantes a las utilizadas en este trabajo (Xuan 2001). En nuestro caso, si
bien el sistema fue validado tanto para garencxacina come para linezohd vy

sulfametoxazol, se observo una muy baja sensibilidad para estos ultimos.
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Para establecer las longitudes de onda de emisién y excitaciéon de los
antimicrobianos, s¢ trabajé en un espectrofluorémetro Perkin Elmer LS 45 con
soluciones individuales de los antimicrobianos preparadas en fase movil. Los valores
dptimos de longitud de onda de excitacidn y de emision para linezolid fueron
270/540nm y para sulfametoxazol 310/617nm respectivamente. Estos valores fueron
los que se establecieron para obtener los cromatogramas de fluorescencia para ambos
compuestos, sin embargo, la sefial que presentaban los compuestos fue muy pequefia,
debido probablemente a la influencia de la fase modvil. Posteriormente, se
modificaron las longitudes de onda logrando obtener sefiales que st bien, resultaron
mas intensas, no eran mejores que las obtenidas por UV. Tomando en cuenta que se
obtuvo una mayor sensibilidad por UV que por fluorescencia, tanto para linezolid
como para sulfametoxazol, se decidid continuar la validacién del método de

fluorescencia solo para garenoxacina.

4.2 Tratamiento de muestras

Para el tratamiento del plasma se ha reportade el uso de diferentes agentes
para precipitar proteinas (acetonitrilo, acido perclérico, metanol) y en diferentes
volumenes adiclonados al suero o plasma (Borner 2001, Tobin 2001, Menelaou
1999). En nuestro caso, la precipitacion de proteinas se evalud utilizando como
agentes precipitantes acetonitrilo, metanol y acido triftuoroacético. Al analizar los
datos, no se encontrd diferencia significativa entre metanol o acetonitrilo, pero los
porcentajes de recuperacion fueron significativamente menores cuando se utilizéd
dcido trifluoroacético. Esto podria deberse a que el ATF por su naturaleza acida

ocasiona pérdida de los antimicrobianos, sobre todo de la amoxicilina (Quattrocchi,
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1992, Menetacu 1999). Por lo tanto se eligi¢ el acetonitrilo como agente precipitante

de proteinas.

Con el fin de utilizar la menor cantidad posible de plasma, se probo utilizar 50
y 100 pul. para establecer las condiciones optimas de preparacion de muestra y
verificar que no hubiera diferencia entre ellas. Los resultados de recuperacién y
precision obtenidos con ambos volimenes no mostraron diferencias significativas,
por ello se continud trabajando con S0 pL. Con las condiciones establecidas se

procedio a validar el método en matriz plasma.

Para el tratamiento del tejido de ratdn infectado con micteoma, se utilizod una
modificacion del método reportado por Luo 2001 y Brandsteterova 1996. Se probo
realizar la extraccidn con dos diferentes valores de pH (7.2 v 4) para evaluar el efecto
en la extraccidn. Los resultados obtenidos fueron similares. La desproteinizacion se
realizd utilizando acetonitrilo en un volumen de 1.5 veces el volumen del buffer
utilizado para la homogenizacion, Debido a que ¢l contenido de proteinas en tenido
con proceso de infeccidn es mucho mayor que en plasma, se considerd conveniente
realizar una segunda precipitacién utilizando una relacidn 1:1 con respecto al

sobrenadante obtenido.

Cabe mencionar que para el tratamiento de plasma y de tejido se ha utilizado,
ademnés de la precipitacion de proteinas, la extraccion en fase solida (Brandsteterova
1996, Chulavatnatol 1993, Lee 1983). Este ultimo tratamiento se considerd como
alternativo y se decidid probar como primera opcién la precipitacion. Se considerd

que si no se obtenian resultados aceptables, la indicacion seria probar otro método.
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Los resultados de recuperacion obtenidos utilizando precipitaciéon de proteinas
estuvieron dentro de los limites sefialados por los criterios establecidos para la
validacion de métodos (Guias de validacion de la FDA, 2001) asi como la precision
de los procedimientos, de manera que fue establecido como método de preparacién
de plasma. Este método presentd la ventaja de un procesamiento de muestras mas

rapide, sencillo y menos costoso.

4.3 Validacion

4.3.1 Linealidad, limites de deteccidn y cuantificacidn

La evaluacion de la linealidad se realizd con la regresién lineal y el
coeficiente de correlacidn, como también evaluando el coeficiente de variacion de
los factores de respuesta (menor del 15%). En nuestro caso, los coeficientes de
variacion (RSD) tanto para sistema, matriz plasma y tejido, se encontraron menores

del 15%.

El factor de respuesta fue calculado como la relacién entre la respuesta y la
concentracion. Este calculo demostrd la baja respuesta de la amoxicilina (736)
comparada con el resto de Jos antimicrobianos. Se han reportado limites de deteccion
hasta de 0.1 pg/mL para este antimicrobiano, pero en esos casos se ha utilizado una
derivatizacién y deteccidon por fluorescencia (Mascher 1998). Los limites de
deteccion encontrados en nuestro trabajo son comparables a otros reportados en la
literatura en los que se emplea detector UV sin derivatizacion (Mahmad 1991,

Suvatna 1993). En cuanto a los otros antimicrobianos; considerando las dosis que se
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administran y los niveles en suerc que se han reportado, los limites de deteccidn

también son satisfactorios (Menelaou 1999, Peng, 1999, Ehrlich 2001, Tobin 2001).

Los limites de deteccion y cuantificacion fueron establecidos por medio de
calculo (ecuacion 7 y 8). Sin embargo, estos valores mas bajos en comparacién con
lo que experimentalmente pudo observarse, por lo que lo mas adecuado para reportar

serian los limites establecidos experimentalmente.

Cabe mencionar que los limites de cuantificacién establecidos permiten la
determinacién de estos antimicrobianos a niveles plasmaticos iguales a la
concentracion minima inhibitoria reportada para Nocardia brasiliensis, en el caso de

la amoxicilina, y atin inferiores a este valor para los otros antimicrobianos.

4.3.2 Precision

La precision intradia se obtiene realizando mediciones de las soluciones en el
mismo dia, mientras que la precision interdia se obtiene con mediciones de las
soluctones en diferentes dias. Las condiciones de analisis deberan mantenerse
iguales: misma fase mévil, volumen de inyeccion, temperatura, etc). Es de esperar
que se obtenga una mayor precisién de andlisis cuando éste se realiza el mismo dia
que en diferentes dia, ya que en este caso se introducen nuevas variables. Los
coeficientes de wvariacién obtenidos en este trabajo estan deacuerdo con lo
mencionado anteriormente, no asi para la garenoxacina (tabla XII y XIII) y el
sulfametoxazol (tablas XXIII y XXIV). Esto pudo deberse a la presencia de un error

aleatorio en uno de los datos.
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Para todos los casos medidos (precisién intradia e interdia), los coeficientes
de vartacidn obtenidos se encuentran por debajo del valor limite establecido por la

FDA en su guia de validacion.

4.3.3 Exactitud

En lo que se refiere a la exactitud, evaluada como recuperacién, todos los
antimicrobianos presentaron recuperaciones dentro del intervalo del 80-120% del
valor nominal excepto en el caso de la amoxicilina. Sin embarge, en todos los casos
la precision del método fue aceptable (coeficientes de variacién menor del 15%), por
lo que puede considerarse que la desproteinizacion del plasma con acetonitrilo en
una proporcion 1:4 resultdé un método adecuado. Este método también resultd
adecuado para el procesamiento de tejido ya que los resultados obtenidos de 1gual
manera presentaron valores dentro de los criterios de validacidon mencionados

anteriormente.

Las curvas de calibracion obtenidas con estandares preparados en buffer y en
matriz plasma resultaron aparentemente muy semejantes. El analisis de los datos de
recuperacion, a un nivel de concentracidn, obtenidos en ambas curvas demostrd que
para trimetoprim, linezolid, sulfametoxazol y parenoxacina no existe efecto de
matriz, mientras que para amoxicilina si existe un efecto de matriz multhiplicativo
observado por un cambio significativo en el valor de la pendiente de las curvas de
calibracion. Por lo tanto, cuando se realicen determinaciones de este Ultimo
antimicrobiano, es recomendable trabajar con curva de calibracidn elaborada en
matriz. En lo que respecta a tejido infectado, en todos los casos hubo diferencia

significativa entre los valores de recuperacidn obtenidos con la ecuacidn de regresion



112

de la curva en matriz, con respecto a los obtenidos con la curva de estindares
preparados en buffer. Por lo tanto, al igual que para la determinacion de amoxicilina
en plasma, se recomienda que al trabajar con tejido de raton infectado con micetoma

se realice también en una curva elaborada en matriz.

4.3.4 Robustez

Los resultados obtenidos del disefio experimental establecido para evaluar
robustez demostraron que todos los factores modificados afectan al método. Los
factores que afectan mas significativamente fueron el flujo (produce una pérdida de
la resolucidn entre ¢l sulfametoxazol y el linezolid) y el solvente en el cual se
encuentran los antimicrobianos. La temperatura y la composicion de la fase movil (%
de acetonitrilo y % de acido trifluoroacético), también afectaron, aunque en menor

grado.

4.3.5 Estabilidad

Todos los antimicrobianos en estudio, excepto la amoxicilina son estables
como minimo dos semanas, tiempo después del cual las seflales obtemdas se
encuentran fuera de los limites establecidos (£2ds). Sin embargo, en forma individual
pueden ser estables hasta por 30 dias. Debide probablemente a interacciones entre
ellos puede ser que disminuya la estabilidad. Con respecto a esto, la amoxicilina
presenté los mayores problemas ya que su degradacién en la mezcla de trabajo
ocurria dentro de los siguientes 4 dias después de su preparacion; esto se observo por
una notable disminucion del area de pico, asi como también por la aparicién de otras

sefiales y particularmente una de ellas muy cercana a la sefial del trimetoprim.



113

4.4 Aplicabilidad

4.4.1 Determinaciones en plasma

El métode desarrollado se aplicd para determinar las concentraciones de
linezolid en plasma de raton a diferentes tiempos después de la administracién de
este antimicrobiano. Las muestras fueron congeladas hasta su procesamiento. Fueron
determinadas concentraciones minimas de 0.5 ug/mL. Esto demostrd la aplicabilidad
del método desarrollado ya que los datos obtenidos fueron procesados para establecer
la farmacocinética de este antimicrobiano a diferentes dosis de administracion. Otra
de las determinaciones que se realizaron fue la de garenoxacina. De igual manera, los
datos obtenidos fueron procesados para establecer la farmacocinética de este

antimicrobiano.

4.4.2 Determinaciones en tejido

Para demostrar la aplicabilidad del método propuesto, se analizaron muestras
de tejido de ratdn infectado con actinomicetoma posteriores a la administracién de
antimicrobianos. Las mezclas administradas fueron; Trimetoprim, Sulfametoxazol,
Linezolid, por un lado; y, por otro lado, Linezolid con Garencxacina. La
combinacion sulfametoxazol-trimetoprim es el tratamiento de eleccidn para
actinomicetoma. Linezolid ha demostrado una actividad in vitro contra N
brasiliensis muy alta. Este antimicrobiano presenta un mecanismo de accidn Gnico, y
diferente de la combinacidn SXT, de tal forma que la combinacion sulfametoxazol-
trimetorim-linezolid podria ser un esquema de tratamiento con posibilidades de

presentar gran eficacia en ¢l tratamjento contra actinomicetoma.
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Otra de las mezclas utilizadas fue linezolid-garenoxacina. Estos dos
antimicrobianos tienen mecanismos de accion diferentes ya que, mientras linezolid
actua inhibiendo el proceso bacteriano de sintesis de proteinas previniendo asi la
formacién del complejo funcional de iniciacion de sintesis, la garenoxacina actia
sobre [a DNA girasa, enzima esencial para la replicacion, transcripeidn y reparacion
de] DNA bacteriano. La actividad in vitro de la garenoxacina en contra de N
brasiliensis fue probada por Vera-Cabrera y col. Este antimicrobiano presentd una
actividad alta, con MICyg de 0.5 pg/mL (Vera-Cabrera 2003). Por lo anterior, la
combinacion linezolid-garenoxacina podria tener grandes posibilidades de ser un

esquema también eficaz para el tratamiento contra actinomicetoma.

Para cada antimicrobiano, la dosis administrada debe producir una
concentracion de éste en plasma mayor que la concentracidn minima inhibitoria
{MIC) establecida contra N. brasiliensis, y esta concentracién debera de mantenerse
por encima de esta MIC hasta antes de la siguiente administracion del
antimicrobiano. Tomando en cuenta lo anterior, se seleccionaron las dosis que se

debian administrar de cada antimicrobiano.

En plasma no se detectaron las sefales de los antimicrobianos administrados.
Esto pudo deberse a que el tiempo transcurrido entre la ultima administracion y la
toma de la muestra fue demasiado prolongado (13 horas} v los niveles plasmaticos de
los antimicrobianos va no se encontraban dentro de los limites de deteccidn
establecidos por nuestro métedo. El tiempo de vida media reportado en humanos es
de 11 y 10 horas para el trimetoprim vy el sulfametoxazoles, mientras que para el

linezolid es de 4 a 6 horas.



En el caso de la mezela linezolid-garenoxacina, se encontraron concentraciones
de 4.06 pg/mL para Linezelid y 3.76 ug/mL para Garenoxacina. Para el esquema
STX-Linezolid las secfiales detectadas estén por debajo de los limites de
cuantificacidn establecidos por nuestro método. También se analizaron tejidos de
raton infectado pero que no presentaba proceso de inflamacién debido al
actinomicetoma (patita de ratén del lado contrario al micetoma) y en estas muesiras
no se encontraron sefiales de los antimicrobianos. Los resultados anteriores de la
deposicién de antimicrobianos en el area infectada y con proceso de inflamacion,
muestran la presencia de los antimicrobianos en el proceso de inflamacién. Hasta el
momento no se tiene informacion acerca de la deposicion de estos antimicrobianos
en tejido de raton infectado con actinomicetoma. Aunque los datos encontradoes en el
andlisis realizado muestran buenos resultados es importante tomar en cuen{a que solo
demuestran que el método desarrollado es aplicable y que esto representa una
primera etapa en el estudio de la farmacodinamia de estos antimicrobianos en tejido

infectado.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones

1.- El método desarrollado y validado por CLAR con deteccion UV es rapido,
sencillo, sensible y preciso ¥ puede ser aplicado para la determinacidn, individual o
simultanea, de amoxicilina, garenoxacina, linezolid sulfametoxazol y trimetoprim en

plasma y en tejido de ratén infectado con actinomicetoma.

2.- Bl método desarrollado y validado por CLAR con deteccién por fluorescencia
presenta mayor sensibilidad para la determinacion de garenoxacina, no asi para
linezlid y sultamteoxazol. El método desarrollado para garenoxacina puede ser
aplicado para la cuantificacién de este antimicrobiano en plasma y en tejide de ratéon

infectado con actinomicetoma.

3.-Los métodos establecidos para la preparacion de muestras (plasma o tejido) son

precisos, sencillos, rapidos y econémicos
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4 -El sisterma acetonttrilo-ac.trifluoroacético con la columna Atlantis dC 3 resulta
adecuado para el andlisis cromatografico de analitos no polares y aquellos que
requieren de agente par i6nico. Es necesario mantener las condiciones de andlisis

controladas ya que tienen influencia importante en el desempefio del método

5.2 Perspectivas

1. Aplicar el método desarroilado en el estudio de los antimicrobianos
analizados para incrementar el conocimiento de su farmacocinética y

farmacodinamia.

2. Desarrollar un método con mayor sensibilidad que permita la determinacion
de amikacma a un mvel de concentracidn menor que la concentracion

minima inhibitoria {(MIC) establecida para Nocardia.

3. Desarrollar un método con mayor sensibilidad para la determinacion de acido

clavulanico.

4. Desarrollar las técnicas de tratamiento de muestra en otras matrices

bioldgicas, particularmente en hueso de ratdn.

5. Implementar el métoedo desarrollado para la cuantificacion de nuevos

antimicrobianos propuestos para el tratamiento de actinomicetoma.
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