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

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

Nimero de paginas: 1285 Candidato para el grado de Doctor en Ciencias
con especialidad en Quimica Biomédica

Area de estudio: Quimica Analitica

Proposito y Método de Estudio:

El Micetoma es un sindrome anatomoclinico de tipo inflamatorio crénico que afecta piel, tejido celular, a
menudo huesos y en ocasiones visceras. La localizacién mas frecuente es el pie, y se caracteriza por
aumento de volumen, deformacion del area, y fistulas que drenan un exudado seroso o purulento en el
que se encuentra el microorganismo formando “granos”. Para el tratamiento del micetoma causado por
Nocardia brasiliensis (actinomicetoma) se utiliza el esquema trimetoprim-sulfametoxazol, y, para casos
severos, se afiade la amikacina. Sin embargo, este tratamiento debe administrarse por varios meses y aun
afios, y en ocasiones no se logra la recuperacidn del paciente. Ademis, el tratamiento con amikacina
puede presentar efectos secundarios como nefrotoxicidad y ototoxicidad. Por esta razdn, es necesario la
evaluacién de nuevos agentes que permitan una cura mas efectiva sin presentar efectos colaterales. Se
han evaluado nuevos antimicrobianos, enire elles linezolid y garenoxacina, los cuales han demostrado
una gran actividad contra Nocardia brasiliensis. Es necesario contar con métodos analiticos rapidos,
sensibles y exactos que permitan la medicién de estos agentes en estudios in vivo para obtener datos que
permitan estudiar la farmacocinética y farmacodinamia de estos nuevos agentes.

El objetive de este trabajo fue desarrollar métodos analiticos para determinar en forma simultdnea
antimicrobianos que han presentado una actividad notable contra esta bacteria. Los antibidticos
determinados en este trabajo fueron linezolid, garenoxacina, amoxicilina, y sulfametoxazol- trimetoprim.
Se utiliz6 la cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplada con detectores UV de armreglo de
diodos y de Fluorescencia. Se desarrollaron las técnicas de extraccion de estos antimicrobianos a partir de
plasma y tejido de ratén infectado con actinomicetoma, ya que el ratdn serd 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 validacién establecidos por la FDA en el documento Guias de validacién para métodos
analiticos.

E] tratamiento establecido para la extraccidn de antimicrobianos tanto de plasma como de tejide de
ratén fue la precipitacién de proteinas. Al trabajar en plasma se obtuvieron recuperaciones desde 71%
para la amoxicilina hasta 118% para trimetoprim. La precisién del método fue de un 5.8% hasta 12% para
los diferentes antimicrobianos. Los limites de cuantificacidn establecidos son de 2.4 pg/mL para la
amoxicilina y de 0.3 pg/mL para linezolid, garenoxacina, trimetoprim y sulfametoxazol. En tejido de
ratén infectado con actinomicetoma se obtuvieron recuperaciones desde 72% para la amoxicilina hasta
122 % para el sulfametoxazol. Los limites de cuantificacién establecidos son de 3.75 pg/mL para la
amoxicilina y de 0.375 pg/mL para el resto de los antimicrobianos. Las muestras de plasma con
antimicrobianos son estables en congelacion a —20°C hasta por seis meses.

Conclusiones y Contribuciones

Los métodos desarrollados para la determinacién de antimicrobianos en plasma y tejido de raton son
rapidos, sencillos, econémicos, sensibles y exactos . Son aplicables para la determinacion de estos
agentes tanto en plasma como en tejido ya que permiten cuantificar concentraciones iguales o mencres a
la concentracién minima inhibitoria establecida para Nocardia barsiliensis. Los métodos desarrollados
permitirdan continuar ¢on el estudio de la farmacocinética y farmacodinamia de estos agentes y
contribuirdn pare seleccionar el tratamiento mas eficaz y adecuado para esta enfermedad.

WC’F OR

Dra. Ma. De 147z Satazat Cavazos.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Micetoma

1.1.1 Definicién

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

microorganismo formando “granos”.

1.1.2 Distribucién mundial

Esta enfermedad existe en todo el mundo y su distribucién depende de
condiciones geograficas y ecoldgicas. Se encuentra sobre todo en una banda
transversal que sigue el Tropico 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 precipitacion pluvial de 150 a 1000 mm. El lugar



de mayor prevalencia en ¢l mundo es Suddn. También es altamente endémico en
India, México, Centroamérica y Sudamérica, asi como la region del Mediterraneo.

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

Esta enfermedad predomina en el sexo masculino en una proporcion de 4 a 1.
Se ha observado frecuentemente en campesinos que andan descalzos o usan
huaraches, ya que estan més expuestos a los traumatismos; también se ha encontrado
en individuos con diferentes ocupaciones como estudiantes, profesionistas, obreros,
amas de casa, entre otras; generalmente se presenta en una edad entre los 16 y 45
afios, aunque se ha reportado en nifios desde 3 afios hasta adultos de 70 afios. Su

tiempo de evolucion fluctia entre los 2 y 3 afios (Arenas 1993).

O aNsear
A

cornio

Arenas 1993

Figura 1. Distribucion mundial del micetoma.
El color rojo indica los lugares de mayor frecuencia

1.1.3 Etiopatogenia



El micetoma pueden ser causado por dos grupos de agentes: los eumicetos u
hongos verdaderos, v los actinomicetos. En 1963 se obtuvieron datos de la
distribucién geografica mundial de 854 casos: 60% fueron actinomicetomas y 40%
eumicetomas, La distribucién de las especies causales varia con el clima, el relieve
del suelo, la precipitaciéon pluvial y otros factores ecoldgicos. Se encontrd la
siguiente frecuencia de agentes causales: Nocardia brasiliensis 32%, Madurella
mycetomatis 19%, Actinomadura pelletieri 9%, Actinomadura madurae 8%,
Streptomyces somaliensis 7%, 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 metalicos o picaduras de animales contaminados por
tierra. Después de la penetracion, hay crecimiento lento del microorganismo, con

respuesta inmunitaria ineficaz y acumulacion de neutréfilos.

En general existe una alta resistencia a la infeccion. Después de dias 0 meses de
incubacién, los microorganismos emiten filamentos en los tejidos y se agrupan en
colonias mas 0 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 y neoformacién
vascular. La lesion se extiende por contigiiidad; puede haber alteraciones 6seas. En la
ultima fase de invasidn es posible que afecte tendones, nervios, asi como vasos

sanguineos y linfaticos (Arenas 1993).



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

1993).

1.1.4 Cuadro clinico

Suele afectar una region, y el sitio donde con mayor frecuencia se localiza es en
las extremidades inferiores; predomina en el pie, aunque puede observarse en
cualquier otra localizacién, como piema, rodilla, muslo, mano, antebrazo, brazo,
hombro, pared abdominal, region preesternal, dorso, y rara vez la cara o la cabeza. El

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

El sindrome se caracteriza por aumento de volumen, deformacion de la regién
y numerosos orificios fistulosos, sittos de salida de un exudado seropurulento donde

se encuentran los “granos” (Figura 2).

La importancia médica del micetoma radica en su notoria cronicidad, dada en
parte por el retardo en el diagndstico etioldgico, 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 subsecuentes complicaciones

(Arenas 1993).

1.1.5 Micetoma en México.



TABLAI

AGENTES CAUSALES DE MICETOMA

Eumicetoma Actinomicetoma

Nocardia brasiliensis*
Madurella mycetomatis* Actinomadura madurae
Monosporium apioespermun Streptomyces somaliensis
Madurella grisea 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 Ledn, San Luis Potosi, Veracruz,

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

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

brasiliensis (Canti 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 lesién no responde a la terapia médica, se requiere el

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



antimicéticos al menos durante 1 6 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 brasiliensis.

En ¢l tratamiento de los actinomicetomas por Nocardia barsiliensis se¢ han
empleado principalmente las sulfonamidas (DDS), sulfanilamidas, griseofulvina, v,
con menor frecuencia, se ha empleado también rifampicina, tetraciclinas, isoniacida,
clofazimina y estreptomicina (Lavalle 1992, Arenas 1993). En todos los casos los
resultados han sido variables, pero el esquema que ha resultado con mayor eficacia
de tratamiento ha sido la combinacién 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 1ltimos 20 afios, éste ha sido considerado el tratamiento
de eleccidén; 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 curacién 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 1982). También

se report6 que ratones infectados con Nocardia habian respondido bien al tratamiento



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

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

Por lo anterior, en los 1ltimos 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 y 80 mg/kg/dia
respectivamente, y, para casos severos esta indicada la combinacién SXT, en la
misma dosis, con amikacina. Esta ultima s¢ 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 mencioné anteriormente, el uso de la combinacién SXT presenta una
tasa de curacidén del 70%, y al combinar SXT con amikacina la tasa de curacién
aumenta al 95% (Welsh 1987). Sin embargo, en algunos casos, atin con ¢l uso de
amikacina, los pacientes no presentan mejoria. Por otra parte, la amikacina, como los
otros aminoglicdsidos, puede producir efectos secundarios tales como ototoxicidad y
nefrotoxicidad. Por estas razones ha sido necesaria la evaluacion de la actividad in
vitro de otros agentes antimicrobianos en contra de N. brasiliensis, en busca de
obtener mejores alternativas terapéuticas mas potentes y menos toxicas 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 aminoglicdsidos,
cefalosporinas, penicilinas, quinolonas, macrélidos y algunos otros. Los
antimicrobianos que presentaron actividad fueron linezolid, amikacina, gentamicina,
isepamicina, netilmicina, tobramicina, minociclina, amoxicilina-acido clavulanico,
piperacilina-tazobactam, nitroxolina y espiramicina. La actividad fue confirmada

cuantitativamente con un ensayo utilizando el método de microdilucién en placa.

Dado que €l esquema de combinacién de antimicrobianos parece ser mejor en
el tratamiento para actinomicetoma (Gomez-Flores 2004), las combinaciones de
amoxicilina-acido clavulanico, el linezolid y la amikacina fueron probados. En todos
los casos se observd un efecto sinergista, particularmente amoxicilina-acido

clavulanico en combinacién con linezolid (Tabla II).
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TABLAII

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 clavuldnico-SXT 7 4 0
Linezolid-SXT 7 4 0
Linezolid-Amoxicilina-Acido

clavulanico ? 2 0

(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-acido
clavuldnico fueron probados in vivo en un modelo experimental en ratones BALB/c.

De los antimicrobianos utilizados, los mejores resultados se obtuvieron con linezolid

(Tabla II).

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 antimicrobianos contra aislados de N. brasiliensis. Estos
antimicrobianos incluian la gatifloxacina, moxifloxacina, 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 més activa fue la garenoxacina. Los aislados de N. brasiliensis

mostraron una gran sensibilidad a DA 7867 en comparacién con la sensibilidad
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mostrada hacia linezolid y amikacina. Estos datos se muestran en la tabla IV (Vera-
Cabrera 2004).

TABLA III
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-cién Linezolid Clavulénico Amikacina
salina (25 mg/kg) 25 mg/ke) (25 mg/kg)
4+ 9 2 3 5
3+ 1 0 0 3
2+ 0 0 2 1
1+ 2 2 2 1
+/- 0 4 3 0
Negativo 3 7 5 5
* El nimero indica los animales con el grado de infeccidn, (Gémez-Flores 2004)
TABLA IV

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

Antimicrobiano MIC pg/mL

Intervalo (pg/mL) 50% 90%
Amikacina 0.125-4 1 4
SXT 2.3/0.12-19/1 4.75/0.25 9.5/0.5
Linezolid 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
Garenoxacina 0.12-1 0.5 0.5

(Vera-Cabrera 2004)
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Aunque una actividad ir vitro de un antimicrobiano es fuertemente presuntiva
de su actividad ir 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, es necesario contar con métodos
analiticos que permitan la determinacidn y cuantificacion de estos agentes en tejidos
y fluidos biologicos. Esto permitiria correlacionar datos de mediciones de niveles de
estos antimicrobianos con datos clinicos y de esta manera seleccionar €l esquema de

tratamiento mas adecuado.

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

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

Para el desarrollo del método analitico, en este frabajo fueron seleccionados
antimicrobianos que han presentado una notable actividad contra aislados de
Nocardia brasiliensis: linezolid, amoxicilina-4cido clavulanico, garenoxacina,
ademas de los antimicrobianos del esquema tradicional amikacina y sulfametoxazol-
trimetoprim. Se trabajé en plasma y tejido de ratén, ya que éste sera el modelo
experimental en el cual serin administrados estos antimicrobianos, o en diferentes
combinaciones. Cabe mencionar que, durante el desarrollo del presente trabajo,

fueron desarrollados métodos que permitieron la medicion 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 antibidticos son metabolitos microbianos o analogos sintéticos que, en
pequeiias 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 mas frecuentemente prescritos en la
actualidad, sin embargo, su efectividad puede verse disminuida por ¢l 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 como agentes

antimicrobianos (Gringauz 1997).

1.3.1 Amikacina (sulfato de amikacina)

Su férmula estructural es la siguiente:
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Figura 3. Estructura quimica del sulfato de amikacina

Nombre quimico: sulfato de (S)-O-3-Amino-3-desoxi-a-d-glucopiranosil-(1—4)-O-
(6-amino-6-desoxi—a—D—glucopiranosil—(1—>6))—N3-(4-amino-L—2-hidroxibutiril)-Z-
desoxi-L-estreptamina.

Férmula molecular: C2;Ha3NsO3°2H2SOy

Peso molecular: 717 g/mol

La amikacina pertenece al grupo de los aminoglicésidos. 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 aminoglicésidos son bactericidas rapidos. La destruccién bacteriana
depende de la concentracion: cuanta mas alta es, mayor la rapidez con que destruye
microorganismos. También es caracteristica de los aminoglicésidos una actividad
bactericida residual, que persiste después de disminuir la concentracién sérica a

menos de la concentracidn inhibitoria 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
inyeccion intramuscular. Las concentraciones maximas en plasma se alcanzan
después de 30 a 90 minutos de la administracion. Por su naturaleza polar no penetran
con facilidad en las células del sistema nervioso central y ojo. Las concentraciones
en secreciones y tejidos son pequeiias. Se excretan casi por completo, sin
metabolizar, por filtracion glomerular y se alcanzan concentraciones de 50 a 200
pg/ml en orina. Una fraccion 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 aminoglucésidos 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
aplicacién intramuscular, y luego de inyectar 7.5 mg/kg de peso, las concentractones

maximas en plasma se acercan a 20 pg/ml. La concentracién 12 horas después de

una dosis de 7.5 mg/kg esde 5 a 10 pg/ml..

Usos
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El sulfato de amikacina est4 indicado en el tratamiento de las infecciones del
aparato respiratorio bajo, del aparato genitourinario, de huesos y articulaciones, del
sistema nervioso central, de piel y 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 Nocardia
En el 2004, al evaluar la actividad de varios antimicrobianos contra Nocardia
brasiliensis, Gémez y colaboradores reportaron para la amikacina una MICsq de 2

ug/ml y MIC g9 de 4 pg/mL (Gomez-Flores 2004).

1.3.2 Amoxicilina-Acido Clavulénico
Amoxicilina:

La férmula estructural de este antimicrobiano es la siguiente:

CH3

9 s
W—Q?H—g—NH—TH —<|:/ \T/"‘-c:Hs

NH.
0=C——N —CHCOOH

Figura 4. Estructura quimica de la amoxicilina

Fdrmula molecular: CigH;oN3O5S
Nombre quimico: 6-[ (R)-2-amino-2-p-hidroxifenil) acetamida]-3,3-dimetil-7-oxo-
4-tia-1-azabiciclo [3.2.2] heptano-2-acido 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 absorcién de 229 nm en metanol (Index Merk).

Clavulanato de Potasio

Su férmula estructural es la siguiente:

-Q CH;OH
COOK

N\

Figura 5 Estructura quimica del clavulanato de potasio

Formula molecular: CsHoNOsK

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 absorcién a 270 nm cuando esta disuelto en metanol:buffer

de fosfatos (Index Merk, 2001)

Espectro antimicrobiano:
La combinacién amoxicilina-clavulanato de potasio es activa in vitro en contra

- de organismos 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 clavuldnico es un inhibidor de
B-lactamasa producido por fermentacién de Streptomyces clavuligerus. Aunque el
4cido clavulanico tiene 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 acido clauvlanico tiene una alta afinidad de unién a

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

anillo p-lactdmico.

Absorcion, distribucion y excrecion:

Ambos antimicrobianos son estables en presencia de las secreciones acidas
estomacales, y 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
amoxicilina y 125 mg de 4cido 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 pg/mL respectivamente.

Usos:

La formulacién amoxicilina-acido clavulanico resulta una combinacién con
actividad antimicrobiana de amplio espectro. Es el antibidtico de eleccién para
profilaxis quirdrgica y el tratamiento de infecciones posquirurgicas, ginecologicas,
ortopédicas y traumatologicas, 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 Nocardia

Se ha observado un incremento en la sensibilidad de Nocardia cuando los
antibidticos B—lactamicos han sido probados en combinacién con inhibidores de la f3-
lactamasa. Este efecto ha sido particularmente observado en la combinacion
amoxicilina-acido clavuldnico. La combinacién amoxicilina-acido clavulinico ha
sido utilizada en el tratamiento de algunos casos de infeccion cutinea por Nocardia
brasiliensis (Gémez-Flores 2004). Ademas, también ha sido demostrada la actividad
in vivo de esta combinacién administrada en el tratamiento de ratones BAILB/c con
actinomicetoma. La combinacién amoxicilina-acido clavulanico presenté actividad

in vitro en contra de aislados de N. brasiliensis con una MICsy de 2 pg/mL y una

MIC g9 de 4 pg/mL (Gémez-Flores 2004).

1.3.3 Garenoxacina

La férmula estructural de este antimicrobiano es la siguiente:

HiC CHF;

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, no presenta fliior como sustituyente en la

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

Mecanismo de accion
El mecanismo de accién de las quinolonas es a través de la inhibicién de la
enzima DNA girasa, la cual es esencial para la replicacidn, tramscripcion 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).

Absorcion, 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) y ¢l glucurénido (M6); fueron encontrados en bilis

(Hayakawa 2003).
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Usos
La garenoxacina s¢ 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 mas

activa, con una MICqq de 0.5 pg/mL (Vera-Cabrera 2004)

1.3.4 Linezolid

La férmula estructural de este compuesto es la siguiente

O
/N >\ ~0
Q N N
» SO,
F
Figura 7. Estructura quimica del Linezolid.

Férmula molecular: Ci3H;5N3O4F
Nombre quimico: (S)-(N)-[[3-[3-fluoro-4-(4morfonilil)feni]-2-oxo0-5-oxazolidinyl]
methil]-acetamida (PNU-100766).

Peso molecular: 296 g/mol

Linezolid es una oxazolidinona sintética y un agente antimicrobiano que no
esta estructuralmente relacionado con ningin otro agente antimicrobiano. Presenta

un maximo de absorcién 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, Staphylococcus epidermidis, Staphlococcus

haemolyticus, Streptococcus pneumoniae, grupo viridians y Pasteurella multocid

(Godman 2003).

Mecanismo de accion

Linezolid actua 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 formacion del complejo de iniciacién 708, el cual es
un componente esencial en el proceso de traduccidén. Linezolid presenta este
mecanismo unico de accién con lo cual la posibilidad de observar reaccién cruzada

con otros medicamentos es minima (Godman 2003).

Absorcion, distribucion y excrecion:

Linezolid se absorbe después de la administracién oral, tiene una
biodisponibilidad 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/ml, con dosificaciéon 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 distribucién

de 0.6 a 0.7 L/kg (Godman 2003).
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Es metabolizado por oxidacién no enzimatica a 2 metabolitos inactivos: acido
aminoetoxiacético ¢ hidroxietilglicina. (Figura 8). Alrededor de 80% de linezolid

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

primarios.
0
d e HO i OH
\  NH HO [/ ~
Figura 8. Principales metabolitos de Linezolid
Usos:

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

enterococos y casos de neurnonia.

Actividad contra Nocardia

Linezolid presenta un gran actividad in vifro en contra de cepas de N.
brasiliensis (Gomez-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 presentaron el desarrollo de lesiones francas durante el transcurso normal de
la enfermedad (Gémez-Flores 2004). La actividad de Linezolid en contra de aislados
de N. brasiliensis determinada por el método de microdilucién en placa fue reportada

con una MICso de 1 pg/mL y MIC oy de 2 pg/mL (Gémez-Flores 2004).

1.3.5 Trimetoprim-Sulfametoxazol
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Esta combinacién se conoce en muchos paises como Cotrimoxazol. 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.

Formula molecular: CgH11N3O3SN

Nombre quimico: 4-amino-N-(5-metil-3-1soxazolil)bencensuifonamida.

Peso molecular: 253 g/mol

Es un polvo blanco casi insoluble en agua, en éter dietilico v en cloroformo,
es facilmente soluble en acetona y en soluciones diluidas de hidréxido de sodio; muy
poco soluble en alcohol y muy soluble en dimetilformamida Presenta un maximo 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,CQ HN
‘th‘
H300 CHz />—NH2
\ N
H;CO

Figura 10. Estructura quimica del trimetoprim

Férmula molecular: C14H1sN4O;
Nombre quimico: 2,4 diamino-5-(3,4,5-trimetoxibencil)-pirimidina.

Peso molecular. 290 g/mol

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

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

Espectro antibacteriano:
La combinacién sulfametoxazl-trimetoprim tiene una actividad bactericida de
amplio espectro. Presenta actividad in vitro en contra de bacterias grampositivas,

gramnegativas, bacterias anaerobias y protozoarios (Godman 2003).

Mecanismo de accion

La actividad antimicrobiana de la combinacién sulfametoxazol-trmetoprim es
consecuencia de su accidén en dos fases de la via enzimatica en la sintesis del acido
tetrahidrofdlico (figura 11). La sulfonamida inhibe la incorporacién d¢ PABA ¢n 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 interaccion sinérgica entre la sulfonamida y el trimetoprim se realiza gracias
a una proporcion optima de las concentraciones de ambos, y es igual a la proporcién

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

Pteridina + PABA
Blogueado
por sulfametoxazol
Acido dihidropteroico

glutamato ‘

Acido dihdrofélico

a NADPH
Bioqueado

\ por trimetoprim
NADF

Acido tetrahidrofélico

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

mas eficaz para €l miximo nimero de microorganismos es de 20 partes de
sulfametoxazol con una parte de trimetoprim. De este modo, la combinacién se

prepara para alcanzar una concentracion in vivo de sulfametoxazol 20 veces mayor

que la de trimetoprim.

Absorcion, distribucion y excrecion:

Los perfiles farmacocinéticos de sulfametoxazol y trimetoprim estan
estrechamente relacionados para alcanzar una proporcién constante de 20:1 en sus
concentraciones en sangre y 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 v 10 horas respectivamente.

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

alcanzan 40 y 2 pg/mL respectivamente.

El trimetoprim se distribuye y concentra rapidamente en tejidos, y en promedio
40% queda ligado a proteinas plasmaditicas en presencia de sulfametoxazol. El
volumen de distribucién 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 esta

ligado a proteinas plasmaticas.

Aproximadamente 60% del trimetoprim y 25 a 50% del sulfametoxazol se
excretan por la orina en término de 24 horas. La mayor parte del sulfametoxazol se
elimina por acetilacion y glucoronidacién y, en menor proporcién, por hidroxilacién

(Figura 12). También se excretan metabolitos del trimetoprim



28

NH

NH, fl) 2
i HsC—C—NH

P o

HN NH

Q
BAA Lo Q/
% \—
C}'h R CH 2= CH

Figura 12. Metabolitos del sulfametoxazol

Usos:

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

inferiores, infecciones de oido, nariz y garganta, y 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 microdilucion en placa es reportada por Gomez Flores

con una MICsy en pg/mL, de 9.5/0.5 y MIC g de 9.5/0.05 (Gémez-Flores 2004).

1.4 Antecedentes

Diversos métodos analiticos y microbiolégicos se han aplicado para la
determinacién 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 absorcion 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 (Lopez-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 resolucion (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,

precisiéon y versatilidad (Skoog, 2001).

Todos los antimicrobianos incluidos en este estudio han sido determinados, en
diferentes matrices, por diferentes métodos analiticos, en forma individual (linezolid,
garenoxacina, amikacina) o en combinaciones (sulfametoxazol-trimetoprim,
amoxicilina-acido clavuldnico). También se cuenta con referencias en donde se ha
realizado la determinacidn de alguno de ellos, en forma simultanea, con otros agentes

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

1.4.1 Métodos analiticos para la determinacion de antimicrobianos

1.4.1.1 Métodos para la determinacion de amikacina

La amikacina es un antimicrobiano que pertenece al grupo de los
aminoglicésidos. Estos han sido analizados en tejidos, en orina y suero por métodos
microbiolégicos, de radicinmunoensayo y radioenzimaticos, por cromatografia en
papel, por cromatografia de gases y por cromatografia de liquidos de alta resolucion
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 reaccién cruzada con otros aminoglicésidos, debido a la estrecha

semejanza estructural entre este grupo de antimicrobianos.

Debido a la naturaleza polar e idnica de estos compuestos, la separacién por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién empleando fase reversa se debe llevar
a cabo utilizando buffer de acetato; el i6n acetato actiia como contraién formando par
iénico con ¢l aminoglicésido (Isoherranen 1999). Por oiro lado, ya que estos
compuestos carecen de grupo cromoéforo, deben ser derivatizados antes de la
deteccién. De acuerdo al estudio de Isoherranen, los agentes derivatizantes mas
empleados para el caso de la amikacina han sido el ortoftaldehido/2 mercaptoetanol
(OPA/2ME), el fluoro 2,4 dinitrobenceno (FDNB), el dinitrobencilcloruro (DNBC),
el acido 2,4,6 trinitrobencensulfénico (TNBS). Las columnas de separacién
empleadas han sido fase inversa Cz o Cis y las fases mdviles constituidas por
mezclas de buffers acidos con metanol y acetonitrilo (Isoherranen 1999, Maitra 1978,

Sanchez-Martinez 2004 ).

También ha sido reportado €l uso de par idnico con deteccion electroquimica
(Sanchez 2004). Este mismo trabajo reporta la determinacién de amikacina por

cromatografia micelar electrocinética con deteccién fluorométrica con un limite de
cuantificaciéon de 5 ug/mL. Sanchez reporta un método para la determinacion 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 Resolucion con detecciéon por Ultravioleta o,
mediante una derivatizacidn, con deteccién por fluorescencia. La amoxicilina se ha
determinado en forma individual, pero también en forma simultinea cuando se
encuentra mezclada con metronidazol (Menelaou 1999), ampicilina, flucloxacilina y
dicloxacilina (Mohamed 2001) ampicilina (Comnor 1993) y 4cido clavulanico

(Hoizey 2002, Abounassif 1991, Foulstone 1982).

Otros métodos analiticos que se han empleado para la determinacion 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 Resolucién con Espectrometria de Masas con Ionizacidn 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 Cys.
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 idnico, 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 i6nico 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), el Acido 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 derivatizacidbn con reactivos como Fluram (Mascher 1998),
fluorescamina (Lee 1978) y acido tricloroacético con formaldehido (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 pg/mlL (Menelaou 1999, Yuan 1995)

1.4.1.3 Métodos para la determinacién de Linezolid

Linezolid ha sido determinado en suero, plasma, orina, tejido, hueso y miisculo
de humanos (Borner 2001, Tobin 2001, Ehrlich 2001, Gee 2001, Lovering 2002} y
en plasma de perro, rata, ratén y conejo (Peng 1999) por Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucion de Fase Inversa con colummas Cg o C;g. Para la elucion se ha
empleado como fase organica acetonitrilo y como fase acuosa buffer de acetato de
sodio a pH 3.7, (Bomer 2001) o con buffer de fosfato a pH 5 (Ehrlich 2001); buffer
de fosfato con acido heptanosulfénico como agente par idnico y como fase organica
metanol (Tobin 2001), acetonitrilo al 20% e¢n agua (Peng 1999) y una fase compuesta

por 4cido 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 determinacidon de Garenoxacina
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Para este antimicrobiano se han descrito determinaciones con la técnica de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR). Estas determinaciones se
han llevado a cabo en suero de ratén (Xuan 2001) y en plasma de ratas, perros y
monos (Hayakawa 2003). Xuan y colaboradores llevaron a cabo la determinacion de
garenoxacina por cromatografia de par idénico 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 i6nico. La deteccion se realizé por

fluorescencia a una A de excitacion de 290 nm y una A de emision de 418 nm y se

trabajd en un intervalo de 0.2 a 10 ug/mL. Hayakawa y colaboradores utilizaron una
columna también de fase inversa y como fase mévil 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/mL.

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) y el trimetoprim en tejido (Brandsteterova 1996).
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En suero de humano se ha determinado esta mezcla por CLAR utilizando para
la separacién una columna analitica de fase inversa y como fase mévil una mezcla de
acetonitrilo: buffer de Sérensen (Mezcla de NaH,PO4 0.06 M/K,;HPO4 0.06 M) 0.02
M a pH de 3 (25:75). La deteccion se realizé por ultravioleta a 235 nm y los limites
de deteccién en suero reportados son 0.1 pg/mL y 5 pg/mL de trimetoprim y

sulfametoxazol respectivamente (Dudley 1984).

1.4.2 Tratamiento previo de la muestra

Las proteinas presentes en las matrices biol6gicas deben ser eliminadas antes
de ser analizadas por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn, para evitar que
precipiten dentro del equipo cromatografico. Este paso de limpieza de la muestra
puede llevarse a cabo por un proceso de precipitacion, o aplicando el método de

extraccién en fase sélida.

1.4.2.1 Desproteinizacion.

La desproteinizacién se realiza con la adicién de un agente precipitante, entre
ellos solventes orgéanicos, sales, acidos, o bien por ultrafiltracién. Cada uno de estos
agentes precipitantes se afiade en una proporcion 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 orgamico agregado
mejor sera su capacidad de desproteinizacién. 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 precipitacién 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 desproteinizacion y afiadiendo la solucion muestra al agente

desproteinizante y no a la inversa (Quattrocchi 1992).

1.4.2.2 Extraccion en fase s6lida

Este método consiste en una extraccidon liquido-sélido a través de una columna
o cartucho de plastico el cual esta relleno con materiales similares a los empleados
para ¢l relleno de las columnas de cromatografia. Estos rellenos pueden ser
adsorbentes muy polares, como la silica, hasta muy poco polares como los Cis.
También pueden ser materiales de intercambio idnico o polimeros. Las sustacias
neutras, no polares, se retienen de vehiculos polares en columnas no polares tipo Cz y
Cis, estas columnas se lavan con mezclas de agua:solvente organico y los analitos se
eluyen con algiin solvente organico. Para analisis en suero ¢ plasma de algunos
antibidticos o compuestos activos, los cartuchos que se han utilizado son Cg y Cj3

(Quattrocchi 1992).

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

proteinas como la extraccion en fase sélida.

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

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

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

Por otro lado, en otros reportes de determinacion de linezolid y de amoxicilina,
se ha empleado la extraccidén en fase sélida, con cartuchos de extraccion de fase
inversa C,g, cartuchos C; (Gee, 2001, Peng, 1999, Yuan, 1995) C8 (Lee, 1984,
Krawinel, 1993). En todos los casos s¢ reportan porcentajes de recuperacion entre 95

y 100% con coeficientes de variacién de los métodos inferiores al 15%.

1.4.2.4 Analisis de antimicrobianos en Tejido (misculo)

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

recuperaciones obtenidas han sido mayores del 95%.
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1.5 Justificacion

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, permitird la determinacion de niveles plasmaticos para el estudio
de la farmacocinética de los antimicrobianos cuando son administrados solos, o en

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

Conocer ¢stos parametros ayudara al estudio y seleccion de nuevos esquemas

en el tratamiento de actinomicetoma.
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1.6 Objetivo General

Desarrollar y validar métodos por cromatografia de liquidos de alta
resolucion con detectores UV y Fluorescencia para la determinacién simultinea de
los antimicrobianos sulfametoxazol, trimetoprim, linezolid, garenoxacina,
amoxicilina, amikacina y 4cido clavulanico en plasma de ratén y en tejido de ratén

infectado con actinomicetoma por Nocardia brasiliensis.

1.7 Objetivos Especificos

1.- Establecer las condiciones cromatograficas Optimas para la determinacién
simultdnea de los antimicrobianos sulfametoxazol-trimetopritn, amoxicilina-dcido

clavulanico linezolid, garenoxacina y amikacina

2.- Desarrollar la metodologia para la extraccion de estos agentes de plasma de ratén

y tejido de ratdn 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 Amreglo de diodos modelo 996 y Espectrofluorémetro modelo
474

Balanza Analitica A&D GR-120

Microcentrifuga eppendorf Centrifuge 5415C

Bafio 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
T A/B3

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

Horno para control de temperatura de columna cromatografica. Metachem

technologies Inc.



2.2 Materiales

Columna Hypersil ODS (100 x 2.1 mm DI, 5 um de tamafio de particula)
Agilent

Columna X-Terra RP C;g (100 x 2.1 mm DI, 5 um de tamafio de particula)
Waters

Columna Atlantis dC;3 (150 x 4.6 mm DI, 5 um de tamafio de particula)
Waters

Guardacolumna Symetry C;3 Waters

Tubos eppendorf 1.5 mL

Tubos cénicos de 5 y 10 mL

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm

Matraces de aforacion de 10 mL

Pipetas automaticas 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 0.45 yum y didmetro de 13 mm Waters

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

Insertos de capacidad de 150 pL. Waters Corporation

Viales para cromatografo 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 fosférico 85% Baker
Trietilamina Fisher Scientific

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

Tetraborato de sodio. Fermont

4]
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2.4 Métodos

2.4.1 Preparacién de soluciones

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

2.4.1.1 Reactivos

Buffer de fosfatos 0.01 M, pH 7.2

Se pesaron 0.8709 g de fosfato de potasio dibésico y se disolvieron en 400 mL
de agua. Se ajusté el pH de esta solucién a 7.2 con 4cido fosforico al 21% “/v. Una
vez ajustado la solucidn se aford a 500 mL y se filtr 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 sodio diacido y se disolvieron en 400 mL de
agua. Se ajustd el pH de esta solucién a 4. Una vez ajustado el pH la solucién se

aforé a 500 mL y se filtré a través de filtros de Nylon de 0.45 pm.

Acido Trifluoroacético 0.1 %

A un matraz de aforacién de capacidad de 1000 mL que contenia 600 mL de
agua se afiadid 1 mL de icido trifluoroacético. Se mezcld y se llevé a volumen final
con agua. La solucidn (fase movil A del sistema 5) se filtré a través de filtros de

Nylon de 0.45 pm y se almacené en frasco de vidrio oscuro y en refrigeracion hasta

5U uso.



43

Trietilamina 0.3% pH 4

Se disolvieron 3 mL de trietilamina en 600 mL de agua La solucién se mezcl6
y se ajusto el pH de la misma a 4 con 4cido acético glacial 3 M., Se mezcld y se llevé
a aforacién a un volumen de 1000 mL. La solucién (fase mévil A, sistema 1) se filtr6
a través de filtros de Nylon de 0.45 um y se almacend en frasco de vidrio oscuro y en

refrigeracion hasta su uso.

Buffer de boratos.

Se preparé6 una solucion saturada de tetraborato de sodio en agua y se ajusté el

pH de la solucién a 9 con NaOH 3 N.

Reactivo de derivatizacion
Se diluyeron 250 mg de ortoftaldehido en 10 mL de metanol. De esta
solucion se tom6 1 mL, se afiadié 1 mL de metanol y 50 uL de 2-mercaptoetanol y se

completé 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 y se disolvieron en metanol. Amikacina y
acido clavulanico se disolvieron en agua. Las soluciones fueron aforadas a 10 mL. La

concentracién de cada estandar fue de 1000 pg/mL

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

100,10y 1 pg/mlL.

Mezcla 1: 100 pug/mL

Se tomé 1 mL de cada uno de las soluciones estindar y se colocé en un matraz
de 10 mL. Se llev6 a un volumen de 10 mL utilizando buffer de fosfatos 0.01 M pH

7.2.

Mezcla 2: 10 ug/mL

Se tomaron 100 pL de cada estandar y se colocaron en un matraz de aforacién

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

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

concentracion de esta mezcla fue de 1 pg/mlL.

2.4.2 Condiciones crc;matogréﬁcas

En la tabla V se resumen las condiciones cromatograficas que fueron probadas
durante el desarrollo del método hasta lograr 1a resolucién 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 elucién (Tabla VI).

TABLAYV
CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PBOBADAS DURANTE EL
DESARROLLO DEL. METODO
Sistema Fase Fase Flujo
cromatogrifico Estacionaria Moévil mL/min
) Cis Agua con TEA 0.3%: Acetonitrilo 04
100x2.1 mmy S5 pm tp pH 4 (73/27) '

Cis Buffer de fosfato 0.005 M pH 7:

2 04
100 x 2.1 mm y Spm tp Metanol
(94:6)
o Buffer de fosfato pH 0.015 M pH
3 0.4
100 x 2.1 mm y Spm tp 7con TBA™ 001 M
(90:10)
. Cys polimérica XTerra Buffer de fosfato pH 0.015 M pH o4
100x 2.1 mmy 5 um tp 7 con TBA 0.01 M .
(90:10)
5 Atlantis dCy; TFA*** (0.1%: Acetonitrilo 1
150 x 4.6 mmy 5 pmde tp (elucién en gradiente)

®» Trietilamina ** Fosfato de Tetrabutilamonio *** Acido trifluoroacético

2.4.3 Optimizacidn del sistema

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

factor de selectvidad, factor de capacidad, resolucion y ntiimero de platos tedricos. Se
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selecciond el programa en donde los resultados obtenidos fueron los mas cercanos al

valor optimo.

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 minutos ATF* | ACN minutos ATF* ACN

1 87 13 1 92 ]
4 87 13 4 %0 o p - 2
10 78 2

16 78 22 14 77 23 14 77 23
17 75 25 24 77 23 24 77 23
2! s 23 26 90 10 26 92 8
22 87 13

24 87 13 29 90 10 30 92 g

*Acido Trifluoroacéticoo al 0.1%. **ACN = Acetonitrilo. En todos los casos flujo de 1
mL/min y temperatura 30°C.

El calculo de los pardmetros se realizé evaluando los siguientes parametros:

a)  Factor de selectividad

Se representa como o y su valor Optimo es 1.2. Para cada par de compuestos

adyacentes se calculé de la siguiente manera:

_tre—1
tr1—to (ecuacién 1)

donde
tr2 ¥ try representan el tiempo de retencidén del compuesto 2 y del compuesto 1
respectivamente

to 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 calculé de la

siguiente manera:
k= tE - 1
to (ecuacién 2)
donde

tr v t, representan el tiempo de retencién en minutos del compuesto de interés y el

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

¢) Resolucién

Se representa como R y su valor optimo es 1.5 o mayor. Se calculd de la

siguiente manera:

R=2[ tro — tri ]

Wz + Wi (ecuacion 3)

donde
tr1 ¥ tr2 son los tiempos de retencidn en minutos de 2 compuestos adyacentes.
W) Y wj representan el ancho del pico en su base, en minutos, de los compuestos 1 y

2 respectivamente

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

cada componente se calcularon de la siguiente manera:
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(ecuacién 4)

A mayor numero de platos tedricos ¢s mayor la eficiencia

2.4.4 Validacion del sistema cromatografico

La validacidn se llevé a cabo con los parametros establecidos por 1la FDA en el
documento Guia para la Industria. Validacién de Métodos Bioanaliticos (Guia de

Validacién de la FDA 2001). Fueron evaluados los siguientes parametros

2.4.4.1 Linealidad

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

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

FR = Respuesta/ Concentracion (ecuacién 5)
donde:
Respuesta es el parametro que se midié y que es proporcional a la concentracidn: se

consideré el area de pico cromatografico
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Concentracién es la concentracién de la solucién de cada una de las soluciones que

se analizaron.

El coeficiente de variacion se calculo como

Coeficiente de variacién = (X/ds)*100 (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 deteccién

El limite de deteccion se calculd en base a la desviacién estandar de la

respuesta y la pendiente:

LD =3.3ds (ecuacién 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 cuantificacién para el sistema cromatografico fue evaluado de
dos maneras:

a) en base a la desviacién estandar de 1a respuesta y la pendiente:
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LC=10ds (ecuacion 8)
m

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

m es la pendiente de la curva de calibracién (Euripean Agencyl1996)

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

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

2.4.4.4 Precisién Intradia e Interdia

La precisiéon del sistema fue determinada inyectando 5 veces la mezcla de
estandares de las concentraciones de 0.3, 5 y 10 pg/mL y evaluando los coeficiente
de variacién para cada nivel de concentracién. La precision interdia se evalud
inyectando estos estindares en 3 dias diferentes. Con los datos obtenidos de los
cromatogramas se procedié a calcular el coeficiente de variacién de la respuesta
obtenida con las ecuaciones anteriormente descritas. Los valores fueron calculados a

partir del 4rea de pico cromatografico.

2.4.4.5 Robustez

Para probar la robustez del método se utiliz6 un disefio experimental de Placket
y Burman para 7 variables (Quattrocchi, 1992). El disefio experimental propuesto se
muestra en la tabla VII. Las variables en consideracion fueron: la temperatura, el
flujo, el % de &cido trifluoroacético (TFA), el % de acetonitrilo, el volumen de

inyeccion y la composicion del solvente de la muestra, En el caso de los analitos que
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presentaron fluorescencia también se incluyd la modificacién en las longitudes de
onda de emisién y de excitacién. Para todos los casos el parametro a evaluar fue el

tiempo de retencion.

TABLA VII

DISENO EXPERIMENTAL PARA EVALUAR ROBUSTEZ,

Experimento

Variable o 1 2 3 4 5 6 7 8
Temperatura °
(°C) (A) 30°C 32 32 32 32 28 28 28 32
Fluj
ooy ® | e | 12 | 12 | 08 |08 | 12 | 12 | o8 | 12
ATF (%) (C) 0.1% 1.5 0.5 1.5 0.5 1.5 0.5 1.5 1.5
f:/‘f;;“’(“[')‘)“m 8% 10 10 6 6 6 6 10 10
rex/hem 282/392% | 294/394 | 290/390 | 294/394 | 290/390 | 290/390 | 294/394 | 290/39%0 | 294 394
(om) (E) 292/408* | 294/310 | 290/306 | 294/310 | 290/306 | 290306 | 294/310 | 290/306 294 310
Vol. de
inyeccion 10pL 15 5 5 15 15 5 15 15
wh) (F)
Solvente de la | Buffer
mezcla {(G) fosfatos ATF ACN ATF | ACN | ACN ATF ACN ATF
Resultado ) t u v w X Y z
(tr)

* ¢l experimento 0 corresponde al método optimizado

El calculo de las diferencias de las medias para cada parametro (V;), en forma

individual, se realizé de la siguiente manera:

Va=Ya (s+t+uty) — Ve (wix+y+z)
Vg = Va(st+t+w+x)- ¥4 (utviytz)

V¢ = Vs (stutwty) — Y (thwtx+z)
Vp =Y (s+tty+z) — Y (u+vtwtx)
Vi =% (stutx+z) — Y (tHv+w+y)
Vi = Y4 (stvtw+z) — Y (trutx+y)
Vg = Y (stv+x+y) — Y (tHutwtz)

Los resultados fueron evaluados empleando la signiente ecuacién:
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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 desviacion estdndar resultado del andlisis 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 anilisis se realiz6 para cada uno de los compuestos en estudio

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 peridédicamente. Las sefiales obtenidas
fueron graficadas en una carta control en la que se establecieron como limites & 2

desviaciones estandar obtenidas del estudio de la precisién (Harvey 2002).

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

bioldgicas se realizé el método de desproteinizacion.

2.4.5.1 Eleccidn del solvente de desproteinizacion

Para la desproteinizacidn se probaron tres solventes: metanol, acetonitrilo y
acido trifluoroacético. Se realizé el procedimiento de precipitacién 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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recuperacion y el % de reproducibilidad. Este procedimiento se realizé por triplicado.
Se aplicd la prueba estadistica de ANOVA para evaluar diferencia significativa entre

los resultados obtenidos (Marques de Canti, 1990)

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

tejido.

2.4.5.2 Eleccién del volumen del plasma

Se probaron dos volimenes de plasma para extraer: 50 y 100 uL. Se tomaron
las alicuotas de plasma y se colocaron en tubos Eppendorf. A cada una de ellos se
adiciond un volumen de mezcla de antimicrobianos para obtener una concentracién
final de 5 pg/mL. Se agité la solucidn, y posteriormente se afiadieron 200 uL de
acetonitrilo. Se agitdé en vortex 10 segundos. Se dejé reposar durante 5 minutos y
posteriormente se centrifugaron a 5304 g durante 5 minutos. El sobrenadante se filtré
a través de acrodiscos de 0.45 pm. El filtrado se analizé por CLAR. Este
procedimiento se realizé por triplicado. A partir de los resultados obtenidos de los
cromatogramas se evalué el % de recuperacién y la precision (RSD) del
procedimiento. Los datos obtenidos fueron comparados: se utilizd la prueba

estadistica F para evaluar diferencia significativa:

(ecuacién 10)
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) 2
donde 321 (varianza) es mayor que 32 ¥ 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

(Christian 1994).
2.4.6 Desarrollo del método

2.4.6.1 Plasma

Se trabaj6 con un pool de plasma de ratén que se prepard mezclando diferentes
muestras de plasma. El pool fue mantenido a -20°C hasta ] momento de su analisis.
El pool de plasma se¢ descongeld hasta alcanzar temperatura ambiente, se tomaron
diferentes alicuotas de 50 pL y se colocaron en tubos eppendorf. A estas alicuotas se
afiadieron diferentes volumenes de la mezcla de antimicrobianos de 1, 10 y 100
ug/mL para obtener concentraciones finales de 0.6, 5 y 10 pg/mL y se llevaron a un
volumen de 200 pL con buffer de fosfatos pH 7.2. A estas soluciones se afiadieron
200 pL de acetonitrilo para precipitar las proteinas. Las mezclas se agitaron en
vortex durante 10 segundos y se centrifugaron en microcentrifuga a 5304g durante 5
minutos. El sobrenadante se filtré con acrodiscos de Nylon de 0.45 pm de tamafio de
poro. Los filtrados se recibieron directamente en viales para cromatografia con

insertos de capacidad de 150 pL.

2.4.6.2 Tejido de ratdén 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 removié la piel y el hueso, y todo el tejido fue



