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mezclado mecanicamente hasta obtener una masa homogénea. Se tomaron alicuotas
de tejido de entre 0.1 a 0.3 g y se colocaron en tubos cénicos de 15 mL de capacidad.
Estas alicuotas de tejido fueron fortificadas con diferentes volimenes de las
soluciones de 10 y 100 pg/mL para obtener concentraciones finales de 0.4, 2 y 8
ug/mL. El tejido se dejé reposar durante 45 minutos para después afiadir 2 mL de
buffer de fosfatos 0.01 M pH 7.2. Se homogenizé con agitacion 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 aiiadieron 300 pL. de acetonitrilo para
asegurar la precipitacion total de las proteinas, se centrifugé nuevamente a 5304g
durante 5 minutos. El sobrenadante se filtr6 a través de acrodiscos de Nylon de 0.45
pm de tamafio de poro para después analizarlo por CLAR. Para la manipulacion de
estas muestras de tejido se trabajé en una campana de seguridad, utilizando

proteccion personal (guantes y cubrebocas).

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

de ratén se evaluaron los siguientes parametros:

2.4.7.1 Linealidad

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

Plasma

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

durante 5 minutos y posteriormente y se llevé a centrifugar en la microcentrifuga a
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5304 g durante 5 minutos. El sobrenadante se filtré 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 soluciones

estandar (mezcla de antimicrobianos de 1, 10 y 100 pg/mL) para preparar la curva de

calibracidn en un intervalo de trabajo de 0.166 a 16.66 pg/ml..

Todas las soluciones estindar se prepararon por triplicado para construir las
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 regresién y el
coeficiente de variacion de los factores de respuesta, el cual fue calculado por medio
de la ecuacion 5. El coeficiente de variacion de los factores de respuesta también fue

calculado con la ecuacion 6.

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

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

2.4.7.2 Limite de deteccién
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El limite de deteccion se considerd como la concentracion mas baja del analito
que sc¢ pudiera diferenciar claramente de la sefial del ruido. Este limite se evalud
tanto para plasma como para tejido infectado (Guias de validacién de la FDA 2001).

Este limite también fue establecido conforme al calculo que se mostrd en la ecuacién

7.

2.4.7.3 Limite de cuantificacién

El limite de cuantificacién se consideré como la concentracién mas baja de la
curva de calibracién con al menos 5 veces la sefial del blanco y que tuviera una
respuesta identificable, y reproducible con una precision menor del 20% y una
exactitud de 80-120%. Este limite se¢ evalu6 tanto para plasma como para tejido
infectado (Guias de validacion de la FDA 2001). Este limite también fue establecido

también conforme al clculo que se mostré en la ecuacion 8.

2.4.7.4 Precision intradia e 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 variacion. Para la precision interdia se
evaluaron los datos obtenidos del anilisis de soluciones de estas mismas

concentraciones pero obtenidos en tres diferentes dias.

2.4.7.5 Exactitud

La exactitud del método fue evaluada como recuperacion y se realizé de la

siguiente manera:

Plasma
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Alicuotas de 50 pL de plasma fueron fortificadas con la mezcla estandar para
obtener concentraciones finales de 0.3, 5 y 10 pg/mL. Estas muestras fueron
sometidas al proceso de preparacion de muestras previamente descrito. Los
resultados de concentracién se obtuvieron con el método de estandar externo, por
medio de la ecuacién de la recta. Este procedimiento se realizd por triplicado para
cada nivel de concentracién para y con los datos obtenidos calcular el coeficiente de

variacién de acuerdo a al ecuacidn 6.

Tejido infectado de ratén

Alicuotas de tejido infectado de ratdn fueron fortificadas con la mezcla
estindar para obtener concentraciones finales de 0.4, 2 y 8 pg/mlL. Estas muestras
fueron sometidas al proceso de preparacion de muestras previamente descrito
(tratamiento de muestra). Los resultados de concentraciéon se obtuvieron con el
método de estandar externo, por medio de la ecuacién de la recta. Este procedimiento
se realizé por triplicado para cada nive] de concentracion y con los datos obtenidos

calcular el coeficiente de variacién de acuerdo a al ecuacidon 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 sefiales de los analitos. La identificacion de los compuestos en
las muestras se realizé utilizando 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 fortificéd con 5 pg/mL y se separé en diferentes alicuotas
las cuales fueron congeladas a —20 °C y analizadas semanalmente hasta por 6 meses.
La estabilidad se evalu6 mediante el seguimiento a través de una carta control

teniendo como limites los valores obtenidos del analisis de precision.

2.4.8 Anaélisis 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 ortoftaldehido/2-mercaptoetanol.

Reaccidén de ortoftaldehido.

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

acuoso y a temperatura ambiente (Salazar 1993).

Para obtener €l derivado fluorescente de la amikacina se realizé el siguiente
procedimiento: En un tubo eppendorf se colocaron 60 pL de solucion para derivar
{solucion estindar, plasma desproteinizado fortificado con amikacina), se afiadieron
80 pL de agua y 60 pL de la solucidon derivatizante. Esta mezcla se agité
manualmente durante un minuto. Posteriormente, con ayuda de una pipeta
automatica, se transfiri6 esta mezcla en un vial con un inserto y se inyectd en el

cromatdgrafo.
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Figura 13. Reaccién de OPA/2ME con grupo amino

Se trabajo con el estandar de amikacina, asi como con plasma de ratén libre

de antimicrobianos.

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

para el tratamiento del actinomicetoma.

2.4.9.1 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 temperatura 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 raton. Los ratones tenian infeccidén con
actinomicetoma y se les habia administrado un tratamiento con mezclas de

antimicrobianos. Las mezclas administradas fueron: sulfametoxazol-trimetoprim-
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linezolid, por un lado; y, 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 iltima administracién del tratamiento.

Las 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 cromatogrificas para la separacion 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 pm de
tamafio de particula), a una temperatura de 30 °C y a un flujo de 1 mL/min. La
elucién se realizé con un programa de gradiente utilizando una fase mévil compuesta

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

3.1.1 Optimizacion del sistema

En la tabla VIII se muestran los resultados obtenidos al utilizar 3 diferentes
programas de elucion (Tabla VI de material y métodos). El mayor mimero de platos
tedricos (N) y los valores dptimos de selectividad (o), resolucion (R) y factor de
capacidad (k’) fueron obtenidos con el programa de elucién 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 Gradiente 2 Gradiente 3
N* k'* | o« | R* N k’ o R N KlalR
AMX 3640 | 3.1 43551 3.1 11367 | 3.9
TMP 15536 | 59 | 19 | 25877471 45 | 1.4 | 11.5]| 31254 59 {1.5] 25
LZ 9361 | 75| 1.3 | 9.6 |9821]| 6.2 | 1.4 |12.1| 17179 7 12199
SMX 9083 | 7.9 1 3.2 |7122| 6.5 1 23 120079) 7511144
GR 2815 | 8.6 1 25 11960 7.9 | 1.2 | 4.2 | 8675 10 |14 12

N = Numero de platos tedricos, k'= factor de capacidad, o = factor de selectividad, R = reselucion.
Las condiciones seleccionadas fueron las sefialadas en el gradiente 3.

La figura 14 muestra el cromatograma de la separacion de antimicrobianos a
una concentraciéon de 5 pg/mL. El volumen de inyeccidn fue de 10 pL y la deteccion
se llevd a cabo por UV a 254 nm para todos los analitos. El orden de elucién fue el
siguiente: amoxicilina con tiempo de retencién de 9.83 min, trimetoprim 13.76 min,
linezolid 16.20 min, sulfametoxazol 17.11 min y garenoxacina 23.22 min.
Sulfametoxazol, linezolid y garenoxacina también se determinaron por fluorescencia:
para la determinacion de sulfametoxazol y linezolid se programé el
espectrofluorometro a longitudes de onda de excitacién y de emision de 282 y 392
nm respectivamente y la garenoxaciona se determind 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 estindar de antimicrobianos a 5 pg/mL. 1)
amoxicilina 2) trimetoprim 3) linezolid 4) sulfametoxazol 5) garenoxacina. Fase
estacionaria: Columna AtlantisC,3 Fase mévil: ATF 0.1%: Acetonitrilo elucién en gradiente.
Deteccion UV 254 nm.

TABLA IX
PROGRAMA DE ELUCION PARA LA SEPARACION
DE ANTIMICROBIANOS
Tiempo | 7pa 019 | Acetonitrilo
minutos
1 92 8
4 92 8
14 73 27
24 73 27
26 92 8
30 92 8

Condiciones de analisis: Fase estacionaria
Columna Atlantis dC,s. 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 ug/mL. 1) linezolid
2) sulfametoxazol 3) garenoxacina. Fase estacionaria: Columna Atlantis dC,s Fase mévil:
ATF 0.1%: Acetonitrilo Elucién en gradiente. Deteccién por fluorescencia: longitud de onda
de excitacién/emisién 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).
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Figura 16. Espectros de absorcion de A:amoxicilina, T:trimetoprim, L:linezohd
S:sulfametoxazol G:garenoxacina. Los maximos da absorcién son: amoxicilina 229 nm,
trimetoprim 220 nm, linezolid 254 nm, sulfametoxazol 269 nm y garenoxacina 281 nm.
Condiciones de analisis: Fase estacionarta: Columna Atlantis dC,z Fase movil: ATF 0.1%:
Acetonitrilo Elucidn en gradiente. Dtector de arreglo de diodos.

3.1.2 Validacidn del sistema: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién

con Deteccién UV a 254 nm

3.1.2.1 Intervalo lineal
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El 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 2 10 pg/mL.

La tabla X muestra los datos de validacién obtenidos para el intervalo lineal
de trabajo: Factor de respuesta promedio para cada analito, coeficiente de variacién
de los factores de respuesta (RSD), la ecuacién de regresién con los valores de la
pendiente (m), y el intercepto (b), asi como €l coeficiente de correlacién (R%). La
figura 15 muestra las curvas de calibracién promedio de los datos de calibracién que
se obtuvieron de acuerdo al procedimiento anteriormente descrito (procedimiento
24.7.1).

TABLA X

INTERVALO LINEAL Y ECUACIONES DE REG’RESI(')N OBTENIDAS
PARA ANTIMICROBIANOS. DETECCION UV 254 nm

Ecuacién de
Rango ) ’
Analito . FR | RSDgr* regresion R
lineal
Y=mx-+b
Amoxicilina 1.2-20 758 11.7 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 8.7 y=17629x + 603 0.999
Garenoxacina | 0.30-10 | 15684 2.3 y=17291x - 1818.2 | 0.999

*Coeficiente de variacion de los factores de respuesta. Los datos son el promedio de tres
determinaciones. Condiciones de analisis: Fase estacionaria: Columna AtlantisdC,;, Fase
moévil: ATF 0.1%:Acetonitrilo. Eluciéon en gradiente. Flujo 1mL/min. Temperatura 30°C.
Deteccidn a 254 nm

3.1.2.2 Limites de deteccién y limites de cuantificacion

En la tabla XI se muestran los limites de deteccién y de cuantificacién

obtenidos para cada antimicrobiano. Los limites fueron establecidos de acuerdo a las
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guias de validacioén de la FDA, y por cilculo tomando en cuenta la sefial del blanco

(European Agency, Miller 2003).

Curva de calibracion de amoxicilina Curva de calibracién de trimetoprim
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Figura 17. Curvas de calibracion obtenidas para los antimicrobianos. Fase estacionaria:
Columna Atlantis dC18. Fase moévil ATF 0.1%: Acetonitrilo. Flujo 1mL/min. Elucién en
gradiente. Deteccién UV 254 nm.
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TABLA XI

ANTIMICROBIANOS. DETECCION UV
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LD LC LD LC

Antimicrobiano (FDA) (FDA) (calculado) | (calculado)
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Amoxicilina = 0.60 1.20 0.3 0.9
Trimetoprim 0.07 0.15 0.03 0.08
Linezolid 0.06 0.15 0.007 0.02
Sulfametoxazol 0.06 0.15 0.008 0.02
Garenoxacina 0.15 0.30 0.012 0.04

Fase estacionaria: Columna AtlantisdC,s, Fase movil: ATF 0.1%: Acetonitrilo. Elucién
en gradiente. Flujo 1mL/min. Temperatura 30°C. Deteccién a 254 nm

3.1.2.3 Precisién intradia e interdia

En la tabla XII se muestran los coeficientes de variacidn del sistema
obtenidos para los antimicrobianos a tres niveles de concentracién: para amoxicilina
los niveles fueron de 2.4, 5 y 10 pg/mL; para ¢l resto de los antimicrobianos los
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 variacion del sistema, de

analisis realizados en tres dias diferentes, obtenidos para los antimicrobianos a tres
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niveles de concentracidon: para amoxicilina los niveles fueron de 2.4, 5 y 10 pg/ml;

para el resto de los antimicrobianos los niveles fueron 0.3, 5 y 10 ug/mL Los datos

TABLA XII

PRECISION INTRADIA DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

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

Amoxicilina* 8.0 3.7 2.7
Trimetoprim 8.1 3.0 6.5
Linezolid 4.5 2.1 0.6
Sulfametoxazol 1.9 2.6 1.4
Garenoxacina 13.3 2.6 1.5

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

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).

3.1.2.4 Robustez

El analisis de datos obtenidos a partir del disefio experimental se muestra en
la tabla XIV. En la parte superior se muestra el valor de la desviacién estandar
obtenido del analisis de precisiéon para cada antimicrobiano. Se obtuvieron los
tiempos de retencién de cada antimicrobiano 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 muestran en cada
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recuadro. Cada uno de estos valores fue comparado con la desviacién estandar y, al
ser mayores que ésta, puede afirmarse que la modificacion de todos los parametros
afecta significativamente al método. Excepto en el caso de la garenoxacina, en el
cambio de proporcion 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
0.3pug/mL 5 pg/mlL 10 pg/mL

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

Las determinaciones se realizaron por triplicado. Datos calculados a
partir de 4rea de pico. Fase estacionaria: Columna AtlantisdC18, Fase
movil: ATF 0.1%: Acetonitrilo. Elucion en gradiente. Flujo
ImL/min. Temperatura 30°C. Deteccion a 254 nm *El mivel bajo para
amoxicilina es 2.4 pg/mL.

3.1.2.5 Estabilidad
La amoxicilina result6 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 estdndar. La mezcla fue
preparada en buffer de fosfatos 0.01M pH 7.2 M

3.1.3 Validacidn del sistema: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién

con deteccién por fluorescencia

3.1.3.1 Intervalo lineal
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La tabla XV muestra los datos de validacién obtenidos para el intervalo lineal

de trabajo: Factor de respuesta promedio para cada analito, coeficiente de variacién

de los factores de respuesta (RSD), la ecuacién de regresion con los valores de la

pendiente (m), y el intercepto (b), asi como el coeficiente de correlacién (R?). La

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

TABLA X1V
RESULTADOS DEL ENSAYO DE ROBUSTEZ

Antimicrobiano AMX T™MP Lz SMX GR

ds = ds »= ds r= ds z= ds =

Variable 0.0121 0.01 0.013 0.015 0.009
Temperatura °C 28/32 0.64 0.14 0.126 0.21 0.44
Fluyjo mL/min 0.8/1.2 0.50 1.79 2.58 3.27 4.67
ATF%  0.05/0.15 0.35 1.37 1.83 0.07 2.42
Acetonitrilo 6/10 1.06 0.78 0.56 0.55 0.005
Vol. de inyeccion (uL) 5/15 1.77 0.03 0.06 0.60 0.51

Solvente de la mezcla
ATF/ Acetonitcilo 0.82 0.01 0.05 0.12 2.61
lem/Aex (nm) -- - 0.43 0.43 0.152
TABLA XV

INTERVALO LINEAL Y ECUACION DE REGRESION OBTENIDAS PARA

GARENOXACINA, LINEZOLID Y SULFAMETOXAZOL
DETECCION POR FLUORESCENCIA

Intervalo FR RSDgr* | Ecuacién de regresion
Analito R2
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 variacién de los factores de respuesta. Los datos son el promedio de tres
determinaciones. Condiciones de andlisis: Fase estacionaria: Colummna AtlantisdC,s, Fase mévil:
ATF 0.1%:Acetonitrilo. Elucién en gradiente. Flujo 1mI/min. Temperatura 30°C. Deteccién por
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fluorescencia: longitud de onda de excitacidén/emisién de 282/392 nm para sulfametoxazol y
linezolid y de 292/408 para garenoxacina.

Curva de calibracion de Garenoxacina

por fluorescencia
1 50E+06
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Figura 19. Curvas de calibracién para garenoxacina, linezolid y sulfametoxazol. Fase
estacionaria: Columna Atlantis dC18 Fase moévil: ATF 0.1%: Acetonitrilo elucién en
gradiente, Deteccién por fluorescencia: longitud de onda de excitacién/emisién de 282/392
nm para sulfametoxazol y linezolid y de 292/408 para garenoxacina.

3.1.3.2 Limites de deteccion y limites de cuantificacion por CLAR-fuorescencia

En la tabla XVI se muestran los limites de deteccién y de cuantificacidn

obtenidos para cada antimicrobiano.

3.1.3.3 Precision por CLAR-Fluorescencia
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En la tabla XVII se muestran los coeficientes de variacion intradia del sistema
obtenidos para linezolid, sulfametoxazol y garenoxacina a niveles de concentracién
de 2.4, 5 y 10 pg/mL para sulfametoxazol y 5, 10 y 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 pg/mL
Linezolid 1.2 5.0
Sulfametoxazol 0.6 2.4
Garenoxacina 0.065 0.15

Fase estacionaria: Columna AtlantisdC,s, Fase movil:
ATF 0.1%:Acetonitrilo. Elucion en gradiente. Flujo
ImL/min. Temperatura 30°C  Deteccién  por
fluorescencia: longitud de onda de excitacién/emision de
282/392 nm para sulfametoxazol y linezolid y de
292/408 para garenoxacina.

En la tabla XVIII se muestran los coeficientes de variacion del sistema
obtenidos para linezolid, sulfametoxazol y garenoxacina a niveles de concentracion
de2.4,5y10 pg/mL.

TABLA XVII

PRECISION INTRADIA DEL METODO CROMATOGRAFICO

Analito RSD | RSD RSD
Linezohd 7.0 2.7 5.2

Sulfametoxazol 6.1 6.4 7.7

Garenoxacina 57 20 0.1
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Datos calculados a partir de area de pico. Fase estacionaria: Columna
AtlantisdC,;, Fase moévil: ATF 0.1%:Acetonitrilo. Elucién en
gradiente. Flujo ImL/min. Temperatura 30°C. Deteccién por
fluorescencia: longitud de onda de excitacién/emisiéon de 282/392
nm para sulfametoxazol y linezolid y de 292/4(08 para garenoxacina.

3.1.3.4 Robustez
Los resultados de robustez se muestran en la XVI en donde fueron evaluados
cambios en las longitudes de onda de excitacion y de emisién. 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 15.0 9.5 10.3

Las determinaciones se realizaron por quintuplicado. Datos
calculados a partir de area de pico. Fase estacionaria:
Columna AtlantisdC18, Fase movil: ATF 0.1%: Acetonitrilo.
Elucién en gradiente. Flujo 1mL/min. Temperatura 30°C.
Deteccién por fluorescencia: longitud de onda de
excitacién/emisién de 282/392 nm para sulfametoxazol y
linezolid y de 292/408 para garenoxacina

3.1.4 Analisis de Amikacina por CLAR-Fluorescencia. Derivacion con OPA
El cromatograma obtenido del anélisis de la amikacina, a una concentracion 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.
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En la figura 20 también se muestra el cromatograma de plasma libre de

antimicrobianos con el reactivo de derivatizacion OPA/2ME. Puede apreciarse

varias sefiales alrededor del tiempo de retencion de la amikacina (19.3 minutos).

ANALISIS DE AMIKACINA CON OPA/ 2ME
a) solucidn estandar b) en plasma
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Figura 20 a) Cromatograma de amikacina 100 pg/mL derivatizada con
OPA/ 2ME b) Cromatograma de amikacina 100 pg/ml. en plasma
derivatizada con OPA/ 2ME .Condiciones de analisis: Fase estacionana:
Columma AtlantisdC18, Fase movil: ATF 0.1%: Acetonitrilo. Elucion en
gradiente. Flujo 1mL/min. Temperatura 30°C. Deteccion por fluorescencia:

longitud de onda de excitacién/emision de 365/465 nm. La flecha indica la
sefial de la amikacina



3.2 Métodos analiticos desarrollados en plasma y tejido

3.2.1 Tratamiento de la muestra

3.2.1.1 Eleccion del solvente para precipitar proteinas
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Se probaron tres diferentes solventes para realizar la precipitacion de proteinas.

En la tabla XVIII se comparan los resultados obtenidos tanto de recuperacién como

de precisién. De los tres solventes que se probaron se selecciono el acetonitrilo para

realizar el procedimiento de precipitacién de proteinas adicionando 200 pL de

acetonitrilo a una alicuota de 50 pL de plasma. Los porcentajes de recuperacién mais

altos se obtuvieron con metanol, los mas bajos con acido trifluoroacético. Todos los

valores de coeficientes de variacién son menores del 15%.

TABLA XVIII
RESULTADOS DE RECUPERACION UTILIZANDO DIFERENTES
AGENTES PRECIPITANTES
Solvente % de recuperacion RSD

Antimicrobiano 1* 9% 3% 1 2 3
Amoxicilina 61 194 51 11 8 11
Trimetoprim 98 105 89 2.1 6.1 |44
Linezolid 100 108 95 1.5 6.2 | 26
Sulfametoxazol 104 107 95 39 45 | 34
(Garenoxacina 143 156 109 34 55 | 6.7

1* Acetonitrilo 2* Metanol 3*Acido trifluoroacético. En todos los casos se

afiadieron 200 pL del agente precipitante a 50 puL. de plasma
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Los datos obtenidos a partir del analisis de varianza se muestran en la tabla
XIX. Los datos de recuperacién mostrados anteriormente se compararon con el valor
F de tablas, obtenido con un valor de confianza de 95%. Como F calculado es mayor
que el valor F de tablas se demostr6 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 precipitacidn de proteinas
(50 y 100 pL) se calculo 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 selecciono el volumen de 50 pL para el desarrollo del método.

TABLA XIX
ANALISIS DE VARIANZA
Solvente . -
Antimicrobians calculado tablas
Trimetoprim 730
Linezolid 6.79
5.14
Sulfametoxazol 6.26
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
PRUEBAF
Valor
Volumen F tablas
Fca]culado
Amoxicilina 6.28
Trimetoprim 3.53
Linezolid 2.35 9.28
Sulfametoxazol 2.80
Garenoxacina 461

Aplicada para encontrar diferencia entre el
volumen de plasma utilizado para precipitar
proteinas Valor F de tablas con un nivel de

confianza del 95%.

3.2.2 Validacién del método cromatografico para la determinacion de

antimicrobianos en plasma: CLAR con deteccién UV 254 nm

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

la mezcla de antimicrobianos a concentracién de 5 pg/mL
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Figura 21. Cromatograma de la mezcla de estindares a 5 pg/ml. en plasma de ratén.
Columna Atlantis dC;s Sum (150 x 4.6 mm), Fase mévil TFA 0.1%:Acetonitrilo.
Elucién en gradiente. Flujo 1mL/min. Temperatura 30 °C. Deteccién 254 nm.
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Para el andlisis se utilizé el sistema cromatografico propuesto anteriormente.
Los tiempos de retencién, en minutos, fueron: amoxicilina 10.81, trimetoprim 13.48,
linezolid 16.31, sulfametoxazol 17.43 y garenoxacina 23.22. La deteccién se realizé
a 254 nm. El flujo fue de 1 mL/min y la temperatura de la columna se mantuvo a
30°C. Las sefiales con tiempo de retencidn 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/mlL.

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

coeficiente de correlacion para cada antimicrobiano analizado en la mezcla.

En la tabla XXII se muestran los limites de deteccién y de cuantificacién

determinados para cada antimicrobiano.

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

cada antimicrobiano.
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TABLA XXI

INTERVALO LINEAL Y ECUACIONES DE REGRESION OBTENIDAS
PARA ANTIMICROBIANOS EN PLASMA

Intervalo FR RSDg* | Ecuacién de regresion
Analito R?
lineal y=mx+b

Amoxicilina 2.4-20 770 13 y=8635.6x — 364.9 0.998
Trimetoprim 0.3-20 8391 7.6 y=28819.9x - 775.7 | 0.998
Linezold 0.3-20 | 25101 7.43 y=25940x — 3045.8 [ 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 variacién de los factores de respuesta. Los datos son el promedio de tres
determinaciones. Condiciones de analisis: Fase estacionaria: Columna AtlantisdC,g, Fase mévil:
ATF 0.1%:Acetonitrilo. Elucidn en gradiente. Flujo 1mL/min. Temperatura 30°C. Deteccion a 254 nm

TABLA XXII
LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE
ANTIMICROBIANOS.
DETERMINACION EN PLASMA

Limite _d,e Lim.ite de_ . Limite de Limite de

deteccion cuantificaciéon deteccidn | cuantificacion
Antimicrobiano (FDA) (FDA) calculado calculado

pg/mL ug/mL ug/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 0.01 0.03
Garenoxacina 0.15 0.3 0.07 0.22

Condiciones de analisis:

Fase estacionaria: Columma AtlantisdC,s, 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 calibracion de amoxicilina en Curva de calibracidn de trimetoprim en

plasma plesma
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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/mn. Elucién en
gradiente, Deteccion UV 254

3.2.2.2 Precisién intradia e interdia
En la tabla XXIII y XXIV se muestran los coeficientes de variacién del método
cromatografico a tres niveles de concentracién considerados como bajo (0.6 pg/mL),

medio (2.4 pg/mL) y alto {10 pg/mL).



TABLA XXIII

DETERMINACION DE ANTIMICROBIANOS EN PLASMA ]
PRECISION INTRADIA A TRES NIVELES DE CONCENTRACION

Precision intradia
RSD
Antimicrobiano Y s T
pg/mL | pg/mL pg/mL
Amoxicilina* 10 3.1 6.5
Trimetoprim 7.0 44 2.0
Linezolid 6.0 4.2 31
Sulfametoxazol 9.0 6.2 35
Garenoxacina 2.0 9.0 3.0

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. Elucién en gradiente. Flujo 1mL/min.
Temperatura 30°C. Deteccién por UV 254 nm * Valor determinado a
concentracion de 2.4 pg/mL

TABLA XXIV
DETERMINACION DE ANTIMICROBIANOS EN PLASMA

PRECISION INTERDIA A TRES NIVELES DE CONCENTRACION

Precision intradia
RSD
Antimicrobiano
0.6 5 10
pg/mL | pg/mL pg/mL

Amoxicilina 12 8.0 12.0
Trimetoprim 9.2 9.0 6.0
Linezolid 8.1 12.0 6.0
Sulfametoxazol 8.0 6.0 7.0
Garenoxacina 8.0 6.0 5.0

Las determinaciones se realizaron por ftriplicado. Datos calculados a
partir de area de pico. Fase estacionaria: Columna AtlantisdC,;, Fase
movil: ATF 0.1%:Acetonitrilo. Elucién en gradiente. Flujo 1mL/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 recuperacion obtenidos al
aplicar el método de desproteinizacién antes descrito, afiadiendo 200 pL acetonitrilo
a alicuotas de 50 pL de plasma. Los porcentajes de recuperacion fueron calculados
utilizando el método de estandar externo a partir de las curvas de calibracién

elaboradas en matriz plasma. Todos los valores obtenidos se encuentran en el

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

TABLA XXV

DETERMINA(;ION DE ANTIMICROBIANOS EN PLASMA
RECUPERACION A TRES NIVELES DE CONCENTRACION

Antimicrobiano 0.6ug/mL S ug/mL 10
%:ids RSP ‘%I:R:I:ds RSP hg/mL RSP
% R+ds

Amoxicilina ND Nd 88+5 6 71+0.8 1
Trimetoprim 118 +11 9 108+16 15 11449 8
Linezolid 1044 4 89+12 14 96+5 5
Sulfametoxazol 94+10 11 108+7 6 110+12 11
Garenoxacina 111£13 12 109+11 10 10718 7

Condiciones de analisis: Fase estacionaria: Columna AtlantisdC,3, Fase movil: ATF
0.1%: Acetonitrilo. Elucion en gradiente. Flujo 1mL/min. Temperatura 30°C. Deteccién
por UV 254 nm.

3.2.2.4 Selectividad

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

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

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

preparacion resultaron inestables ya que las sefiales de los analitos se veian
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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 refrigeracion por 24 horas también presentaron una disminucién de la sefial.

(Figura 23 b)
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Figura 23 b). Gréaficas control para aestablecer la estabilidad de los antimicrobianos en muestras
de plasma preparadas.
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3.2.3 Validaciéon del método cromatogrifico para la determinaciéon de

antimicrobianos en plasma: CLAR con deteccion 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 cuantificacién
En la tabla XXVI se muestran los datos de: intervalo hineal, factor de
respuesta, coeficiente de variacidn de los factores de respuesta, ecuacidon de larecta y

coeficiente de correlacidn obtenidos para garenoxacina.

En la tabla XXXI se muestran los limites de deteccién y cuantificacidn de
acuerdo a la guia de validacion, y los valores calculados de acuerdo a las ecuaciénes
7vy8.

TABLA XXVI

INTERVALO LINEAL Y ECUACION DE REGRESION OBTENIDA PARA
GARENOXACINA EN PLASMA

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

Datos calculados a partir de area de pico. Fase estacionaria: Columna AtlantisdC,;, Fase
movil: ATF 0.1%:Acetonitrilo. Elucion en gradiente. Flujo 1mL/min. Temperatura 30°C.
Deteccion por fluorescencia: longitudes de onda de excitacién/emisién de 292/408.
3.2.3.2 Precision

El coeficiente e variacion obtenido para la concentracién de 0.6 ug/mL fue de

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

deun 12%
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Los porcentajes de recuperacion obtenidos para garenoxacina fueron desde

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

concentraciones de¢ 2.4 y 10 pg/mL.

LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION
DE GARENOXACINA CLAR-Fluorescencia

TABLA XXVII

LD LC
. . (FDA) (FDA)
Antimicrobiano
pg/mL pg/mL
Garenoxacina 0.03 0.06

Fase estacionaria: Columna AtlantisdC18, Fase mdvil: ATF
0.1%:Acetonitrilo. Elucién en gradiente. Flujo 1mL/min.
Temperatura 30°C Deteccion por fluorescencia: longitud
de onda de excitacidn/emision 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 determinacion 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 determinacién de

antimicrobianos en tejido de ratén infectado con actinomicetoma. Todos los

antimicrobianos estan en una concentracién de 0.6 pg/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 realizd



89

a 254 nm. El flujo fue de 1 mL/min y la temperatura de la columna se mantuvo a
30°C. Las sefiales con tiempo de retencién menor de 2 minutos, asi como la sefial que

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

3.2.4.1 Linealidad, limites de deteccién y de cuantificacién
La linealidad para amoxicilina fue de 1.6 a 20 pg/mL. Para trimetoprim,
sulfametoxazol y linezolid fue de 0.375 a 20 pg/mL y para garenoxacina fue de

0.375 2 10 pg/mL

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

antimicrobianos.

Linezolid , Sulfametoxazol
Trimetoprim
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Figura 24. Cromatograma de la mezcla de estandares a 5 pg/mL en
tejido de raton. Columna Atlantis dC18 5pum (150 x 4.6 mm), Fase
mévil TFA 0.1%Acetonitrilo. Elucidn en gradiente. Flujo 1mL/min.
Temperatura 30 °C. Deteccién 254 nm. Las sefiales cromatograficas
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 y
sus correpondientes coeficientes de variacion, la ecuacién de regresién y el

coeficiente de correlacién (R?) obtenidos para cada antimicrobiano.
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En la tabla XXIX se muestran los limites de deteccion y de cuantificacién

determinados para cada antimicrobiano.

TABLA XXVIII

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

. Intervalo « | Ecuacion de regresién 3
Analito lineal FR | RSDgg y=mx +b R
Amoxicilina 1.66- 20 1118 13.1 y=1241.5x - 613 0.992

Trimetoprim | 0.375-20 | 11494 13.7 y=11394x -598.6 | 0.996

Linezohd 0.375-20 | 25940 12.3 y =25940x —3045.8 | 0.997

Sulfametoxazol | 0.375-20 [ 21325 11.7 y=21576x - 1970 0.997

Garenoxacina | 0.375-10 | 15446 12.2 y =19092x — 3900 0.997

*Coeficiente de variacion de los factores de respuesta. Los datos son el promedio de tres
determinaciones. Condiciones de andlisis: Fase estacionaria: Columma AtlantisdC,s, Fase movil:
ATF 0.1%:Acetonitrilo. Elucién en gradiente. Flujo 1mL/min. Temperatura 30 °C. Deteccion a 254
nin

TABLA XXIX

LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE
ANTIMICROBIANOS DE ACUERDO A GUIAS DE LA FDA.
DETERMINACION EN TEJIDO INFECTADO

Antimicrobiano LD LC
pg/mL pg/mL

Amoxicilina 0.50 1.6

Trimetoprim 0.15 0.3

Linezolid 0.15 0.3

Sulfametoxazol 0.15 0.3

Garenoxacina 0.15 03
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Figura 25. Curvas de calibracion obtenidas para los antimicrobianos. Fase estacionaria:
Columna Atlantis dC,s. Fase mévil ATF 0.1%:Aceonitrilo. Flujo ImL/min. Elucién en

gradiente. Deteccion UV 254 nm.

3.2.4.2 Precision

En la tabla XXX se muestran los coeficientes de variacidn del método

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

medio (1.66 pg/mL) y alto (5 ug/mL).



92

TABLA XXX

DETERMINACI(')N DE ANTIMICROBIANOS EN TEJIDO INFECTADO
PRECISION A TRES NIVELES DE CONCENTRACION

Precision intradia
Antimicrobiano RSD
0.6 5 10
pg/mL pg/mL pg/mL
Amoxicilina 15 2.0 3.0
Trimetoprim 9.2 7.3 10.4
Linezolid 4.1 0.7 4.5
Sulfametoxazol 9.7 24 4.7
Garenoxacina 15 10.0 7.0

Fase estacionaria: Columna AtlantisdC,s, Fase mdvil: ATF
0.1%:Acetonitrilo. Elucién en gradiente. Flujo 1mL/min.
Temperatura 30°C. Deteccidn a 254 nm

3.2.4.3 Exactitud

En la tabla XXXI se muestran los resultados de recuperacién obtenidos aplicar
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
recuperacién fueron calculados utilizando el método de estindar extemo a partir de

las curvas de calibracidn elaboradas en matriz tejido.

3.2.4.4 Selectividad

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

antimicrobianos.
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TABLA XXXI

RECUPERACIONES OBTENIDAS PARA ANTIMICROBIANOS. COMO

PRECIPITANTE DE PROTEINAS SE UTILIZO ACETONITRILO.

Antimicrobiano| ¥ | gep [ ZFFML| pep | PMEML) R
%R %R %R
Amoxicilina ND ND 88+4 4 72+8 11
Trimetoprim | 104 £11 10 04+2 2 104+7 7
Linezolid 106£15 14 100+5 5 110+£5 5
Sulfametoxazol | 122+14 11 102+2 3 112+7 6
Garenoxacina 9348 8 73+6 8 858 10

3.2.5 Aplicaciones

3.2.5.1 Aplicaciones en plasma
En las figura 26 se muestra un cromatograma correspondiente al analisis de
linezolid en plasma de ratén a los 120 minutos después de la administracion del

antimicrobiano. Se encontraron niveles de linezolid de hasta 2 pg/mlL después 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 y 75 mg/kg de

peso) de garenoxacina
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Figura 26. Anélisis de linezolid en plasma de ratdn.
Condiciones de analisis: Fase estacionaria; Columna
AtlantisdC18, Fase mévil: ATF 0.1%:Acetonitrilo. Elucién en
gradiente. Flujo ImL/min. Temperatura 30°C. Deteccién por UV
254 nm.
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Fgura 27. Analisis de Garenoxacina en plasma de ratén. El cromatograma de la
derecha corresponde a la determinacién por UV 254 nm. El cromatograma de la
izquierda corresponde a la determinacién por fluorescencia

3.2.5.2 Aplicaciones en tejido

La figura 28 corresponde al anlisis en tejido de ratdn infectado y tratado con la
combinacion linezolid-garenoxacina. Se observan las sefiales de linezolid y
garenoxacina. El espectro de absorcion 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. Analisis de linezolid y garenoxacina en tejido de ratén infectado con
actinomicetoma y tratado con esta mezcla de antimicrobianos a) tejido blanco b)
tejido con la mezcla. Los espectros de absorcién de c) linezolid y d) garenoxacina
se muestran en la parte izquierda del cromatograma

La figura 29 corresponde al anélisis en tejido de ratdn infectado y tratado con la
combinacién sulfametoxazol-trimetoprim-linezolid. Se observan las sefiales de
sulfametoxazol y trimetoprim. El espectro de absorcidon confirma la presencia de
estos analitos. Ambos analitos se encontraron por debajo de los limites de

cuantificacion establecidos para el método.
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Figura 29. Andlisis de trimetoprim-sulfametoxazol-linezolid en tejido de ratén
infectado con actinomiceoma y tratado con esta mezcla de antimicrobianos a)
tejido blanco b) tejido con la mezcla. Trimetprim menor 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 ¢l caso de la
combinacion sulfametoxazol-trimetoprim y amoxicilina-acido clavuldnico. El
objetivo en este trabajo fue desarrollar un método que permitiera la determinacién
simultinea 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 €l cual todos los antimicrobianos presentaran
caracteristicas de afinidad. Una vez que se encontraron las condiciones favorables
para la separacidn, se procedié a la validacion del método en plasma de ratén y en
tejido de raton infectado con actinomicetoma. También se optimizaron los
procedimientos de preparacion de muestras. Se demostré 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.
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4.1.1 Separacién cromatografica.

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 y sulfametoxazol son analitos que pueden
ser eluidos bajo diferentes condiciones presentando picos cromatograficos facilmente
detectables y cuantificables; aunque en algunas de las condiciones probadas la forma
del pico fue muy ancha o habia poca resolucién, ésta pudo ser modificada para
obtener un pico simétrico. La amoxicilina, la garenoxacina, la amikacina y el acido
clavulanico son analitos de naturaleza polar, por lo que para lograr su retencién en
columnas de fase inversa se requiere el uso de la cromatografia de par i6nico. La
amoxicilina en todos los casos presentd un tiempo de retencién cercano al tiempo
muerto, indicativo de la poca retencidén en la columna cromatografica, lo cual
ocasioné que, al tratar de analizar este analito en plasma, su sefial quedara dentro de
la sefial originada por el plasma. En todos los sistemas evaluados y las condiciones
probadas, el mayor tiempo de retencidon que presentdé la amoxicilina fue de 2.45

minutos.

En el primer sistema se utilizé una columna Hypersil ODS (100 x 2.1 mm DI)
y como fase movil trietilamina (TEA) y acetonitrilo. Esta fase es recomendada para
la separacién de sulfametoxazol y trimetoprim (Vree 1978). La TEA y el acido
acético se combinan para formar una alquilamina que actia como par idnico y que
es utilizada para la separacién de compuestos basicos, como el trimetoprim. La fase
movil se preparé utilizando como fase A TEA al 0.3% y se ajust6 el pH a 4 con acido
acético glacial, y fase B acetonitrilo, en una proporcion de 75:25. Los tiempos de

retencion obtenidos cuando se analizé una mezcla de amoxicilina, trimetoprim,
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linezolid y sulfametoxazol fueron de 0.789, 1.49, 454 y 5.03 minutos
respectivamente. Se intenté aumentar la retencién de la amoxicilina con el cambio en
la proporcidn de las fases méviles asi como la concentracién de trietilamina, pero en
todos los casos el tiempo de retencién fue menor de un minuto. También se analiz6
la amikacina, pero no fue detectada en UV. Se procedié a trabajar evaluando los
parametros de precision y de linealidad solo para los analitos trimetoprim,

sulfametoxazol y linezolid en solvente y en plasma. El plasma presentd una sefial
ancha y con un tiempo de retencién de 2 minutos. El tg del trimetoprim en plasma

fue inferior al que presentd en solvente, de tal manera que su sefial quedé dentro de
la del plasma. Ademas, la resolucién 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
combinacidén con acetonitrilo (Ronn, 1999, Dudley 1984) metanol con agua (Lee
1984) o con buffer de fosfatos (Abounassif 1991). Por esta razdn, se analizé la
mezcla de antimicrobianos tanto con metanol como con acetonitrilo en combinacidén
con buffer de fosfatos. Los resultados obtenidos no fueron satisfactorios ya que se
obtuvieron picos cromatograficos anchos para algunos antimicrobianos asi como

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

Cromatografia de par iénico
La Cromatografia de fase reversa puede ser utilizada para la separacién de

compuestos iénicos, haciendo uso de la supresién de la ionizacién. Este método estd
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basado en el ajuste del pH de la fase movil para obtener un analito no ionizado. Asi,
cuando se tienen acidos débiles o bases débiles €l 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 estacionana: solo se
permite un intervalo de trabajo de valores de a pH entre 2 y 8. S1 el pH es menor de 2
podria ocurrir una hidrélisis 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 utilizarse ¢l método de supresion de la ionizacién, la
sustancias de naturaleza fuertemente acida o basica pueden ser analizados utilizando
la cromatografia de par iénico (IPC). En este tipo de cromatografia se ajusta el pH de
la fase mévil para mantener el estado ionizado del compuesto, (para acidos el pH
adecuado ¢s de 7.5 y para bases es de 3.5) y ademas se afiade en 1a misma fase mévil
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: el primero de ellos
establece que se forman pares idnicos en la fase mévil (eluente) y que estos pares
iénicos experimentan la retencién en la columna cromatografica. El segundo
establece que los reactivos de par idnico se adsorben en la fase estacionaria y
después actiian 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 ionicos (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
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cromatograficos son angostos y ademas se puede realizar la separacion simultanea de
analitos ionizados y no ionizados ya que la retencién de estos ultimos no es afectada
ni por la presencia ni por la concentracidn del reactivo de par iénico. Cuando se
requiere trabajar con este tipo de cromatografia debera tenerse en cuenta que la
columna que se utilice se reserve solo para esa aplicacion ya que la adsorcién del
agente par idnico puede ser irreversible. La concentracion del contraion es de 5 a 20
mM y ademas se requieren varios volimenes de columna para lograr la 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 ¢l 4cido clavulanico, se ha llevado a cabo sin la introduccién de agentes par-
ionico, en nuestro caso, aunque se probaron las condiciones descritas, no se logré la
retencién de estos compuestos. Por lo anterior, el siguiente paso a considerar fue el
uso de la cromatografia de par iénico. Ademas de la amoxicilina, el anlisis de las
quinolonas también requiere del uso de par iénico para su separacién (Krauwinkel,

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

Diferentes reactivos han sido utilizados para la formacién de pares i6nicos.
Para la amoxicilina se ha utilizado el tetrabutilamonio (TBA), como fosfato o como
cloruro, el dodecilsulfato de sodio (SDS), y el acido metanosulfonico. El pH de la
fase moévil cuando se trabajo con el tetrabutilamonio fue de 6-7, por lo que la
amoxicilina estaba ionizada. Cuando se utilizé el icido metanosulfénico no se
especifica el pH de trabajo, y en el caso del dodeciisulfato de sodio, ¢l pH de trabajo

fue de 4.9, para asegurar que la amoxicilina estuviera en la forma ionizada. En el
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caso de las quinolonas, el agente par i6nico que se ha utilizado es sulfato de

tetrabutilamonio a una concentracién de 0.01 M,

En este trabajo se eligio el reactivo fosfato de tetrabutilamonio (TBA) 0.01 M,
el cual se afiadi6 a la fase mévil A, constituida por buffer de fosfatos 0.01 M pH de
7.2. La fase B fue acetonitrilo. En un principio se utilizé6 como fase estacionaria una
columna C;3, 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 indicé la pérdida de eficiencia de

la columna, por lo que fue desacartada.

La siguiente fase estacionara que se utilizé 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 ademas 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
analisis de los antimicrobianos en forma individual mostré lo siguiente: el acido
clavulanico presenté pobre retencion y ademas una sefial muy pequeiia con respecto
a la concentracidn utilizada, es decir, 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 funcion del TBA seria formar el par idnico y por lo tanto se
esperaria la retencion de este antimicrobiano, sin embargo, como en los casos
anteriores, se presenté pobre retencién ademéas de la baja respuesta de este analito.
En el caso del trimetoprim se presenté 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
elucién, se realizd la mezcla de los antimicrobianos y se procedid a analizarla. En lo
que respecta al acido clavulanico, no se logré una mayor retenciéon. Para la
amoxicilina, se consigui® que tuviera una mayor retencion en la columna,
trimetoprim tenia un buen tiempo de retencidn, el linezolid y el sulfametoxazol
tenian una resolucién con un valor menor del 6ptimo (1.5) por lo que debia
mejorarse, y en cuanto a la garenoxacina, se retenia fuertemente por la fase
estacionaria. De acuerdo a las recomendaciones para cuando se utiliza un agente par
iénico, antes de su uso la columna debe equilibrarse con 4 a 10 veces ¢l volumen de
la misma, para lograr la saturacion de la fase estacionaria. Posteriormente, cada vez
que se utilice, es necesario pasar la fase moévil, a un flujo normal, por dos a tres
horas, para lograr el equilibrio y comenzar a trabajar. En nuestro caso, la columna se
dejo 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 movil. El reactivo TBA tiene un alto costo, la
concentracion a la que se utilizé (0.01 y 0.015 M) requeria de un peso mayor de 2
g/L. También se comprobé que la vida de la columna fue relativamente corta, ya que
durante el desarrollo de la separacion, la columna comenzd a perder eficiencia y la

presion del sistema comenzd a elevarse.

Antes de recurrir a una nueva columna, se plantearon otras alternativas de
analisis. Se decidié probar una columna Atlantis dC,g de fase reversa. Las columnas
Atlantis tienen una éptima combinacién de densidad de grupo funcional C;s, y un
recubrimiento de grupos silanoles residuales de 1la particula‘ de soporte

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

cromatografico en plasma de raton.

El método previamente desarrollado fue utilizado para la determinacién de
garenoxacina en muestras de plasma de ratdn BALB/c a los que se administré el
antimicrobiano en tres diferentes dosis (25, 50 y 75 mg/kg), y 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 determind

la cinética de este antimicrobiano.

Posteriormente se procedié a preparar una mezcla con los siguientes
antimicrobianos: 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 sefiales dentro de los siguientes 30 minutos.
Las sefiales fueron identificadas mediante sus espectros de absorcién y se confirmé
que se trataba de los cinco antimicrobianos componentes de la mezcla. Por lo
anterior, se adoptd la columna Atlantis dCig para establecer las condiciones optimas

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 cromatogrificos, el
utilizar la fase estacionaria de la columna Atlantis resulté en un menor tiempo
necesario para estabilizar la columna, un tiempo de analisis relativamente corto para
la separacion de los cinco componentes asi como una mayor rapidez y facilidad en la
preparacién de la fase mévil. Cabe mencionar también que el 4cido trifluoroacético
puede ser guardado a 4 °C y ser utilizado continuamente durante un mes o mas

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

4.1.2 Anélisis de Acido clavulanico

Con respecto al acido clavulanico, también fue inyectado en forma
individual, El cromatograma mostr6 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 el plasma su sefial quedaria dentro de la sefial
propia del plasma. No se logré aumentar su retencién aun disminuyendo la
proporcion de solvente organico. A pesar de que al acido calvulanico no se incluyd
en el método desarrollado debido a su baja respuesta en UV, pudo comprobarse que

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

4.1.3 Analisis de Amikacina

Como se mencioné en procedimientos, la amikacina fue derivatizada
utilizando el reactivo OPA/2ME. Se realiz6 la determinacién de este antimicrobiano
tanto en estindares como en muestras de plasma adicionadas. Los resultados
obtenidos con estindares demostraron una baja respuesta del derivado fluorescente.
Ademis, cuando se realizé el analisis en plasma libre de antimicrobianos se

obtuvieron un gran nimero de sefiales alrededor del tiempo de retencion de la
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amikacina. En el cromatograma del analisis plasma-amikacina aparecié una sefial
muy cercana a la de amikacina que la mayoria de las veces no permitia resolverse. La
sensibilidad del método OPA/2 ME no permitié 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

Andlisis por Ultravioleta

La deteccién de los antimicrobianos se realizd a 254 nm. Si bien, no es la
longitud de onda de maxima absorcién para todos ellos, los resultados obtenidos de
sensibilidad (limite de deteccién y cuantificacién) son adecuados para la

determinacién de antimicrobianos tanto en plasma como en tejido.

Anilisis por fluorescencia

Las referencias sefialan que el sulfametoxazol presenta baja intensidad de
fluorescencia (Cruces-Blanco 1978), mientras que para linezolid no se cuenta con
referencias de su determinacion utilizando deteccion por fluorescencia. En el caso de
garenoxacina, 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 garenoxacina como para linezolid y

sulfametoxazol, se observd una muy baja sensibilidad para estos tltimos.
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Para establecer las longitudes de onda de emisién y excitacion de los
antimicrobianos, se trabajé en un espectrofluorometro Perkin Elmer LS 45 con
soluciones individuales de los antimicrobianos preparadas en fase mévil. Los valores
optimos de longitud de onda de excitacién y de emisién 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 moévil. Posteriormente, se
modificaron las longitudes de onda logrando obtener sefiales que si 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 reportado el uso de diferentes agentes
para precipitar proteinas (acetonitrilo, icido perclérico, metanol) y en diferentes
volimenes adicionados al suero o plasma (Borner 2001, Tobin 2001, Menelaou
1999). En nuestro caso, la precipitacion de proteinas se evalué utilizando como
agentes precipitantes acetonitrilo, metanol y acido trifluoroacético. Al analizar los
datos, no se encontrd diferencia significativa entre metanol o acetonitrilo, pero los
porcentajes de recuperacion fueron significativamente menores cuando se utilizé
acido ftrifluoroacético. Esto podria deberse a que el ATF por su naturaleza 4cida

ocasiona pérdida de los antimicrobianos, sobre todo de la amoxicilina (Quattrocchi,



108

1992, Menelaou 1999). Por lo tanto se eligié el acetonitrilo como agente precipitante

de proteinas.

Con el fin de utilizar la menor cantidad posible de plasma, se probé utilizar 50
y 100 uL. para establecer las condiciones 6ptimas de preparacion de muestra y
verificar que no hubiera diferencia entre ellas. Los resultados de recuperacion y
precision obtenidos con ambos voliimenes no mostraron diferencias significativas,
por ello se continué trabajando con 50 pl.. Con las condiciones establecidas se

procedid a validar el método en matriz plasma.

Para el tratamiento del tejido de ratén infectado con micteoma, se utiliz6é una
modificacion del método reportado por Luo 2001 y Brandsteterova 1996. Se probo
realizar la extraccion con dos diferentes valores de pH (7.2 y 4) para evaluar el efecto
en la extraccion. Los resultados obtenidos fueron similares. La desproteinizacién se
realiz6 utilizando acetonitrilo en un volumen de 1.5 veces el volumen del buffer
utilizado para la homogenizaciéon. Debido a que el contenido de proteinas en tejido
con proceso de infeccién es mucho mayor que en plasma, se considerd conveniente

realizar una segunda precipitacién utilizando una relaciéon 1:1 con respecto al

sobrenadante obtenido.

Cabe mencionar que para el tratamiento de plasma y de tejido se ha utilizado,
ademads de la precipitacién de proteinas, la extraccién en fase sélida (Brandsteterova
1996, Chulavatnatol 1993, Lee 1983). Este ultimo tratamiento se consideré como
alternativo y se decidié probar como primera opcidén la precipitaciéon. Se consideré

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

rapido, sencillo y menos costoso.

4.3 Validacién

4.3.1 Linealidad, limites de deteccién y cuantificacién

La evaluacién de la lincalidad se realiz6 con la regresién lineal y el
coeficiente de correlacidén, como también evaluando el coeficiente de variacion de
los factores de respuesta (menor del 15%). En nuestro caso, los coeficientes de
variaciéon (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 demostré la baja respuesta de la amoxicilina (736)
comparada con el resto de los antimicrobianos. Se han reportado limites de deteccién
hasta de 0.1 pg/mL para este antimicrobiano, pero en esos casos se ha utilizado una
derivatizaciéon y deteccion por fluorescencia (Mascher 1998). Los limites de
deteccidn encontrados en nuestro trabajo son comparables a otros reportados en la
literatura en los que se emplea detector UV sin derivatizaciéon (Mahmad 1991,

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

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

Los limites de deteccién y cuantificacién 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 méas 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 ain inferiores a este valor para los otros antimicrobianos.

4.3.2 Precisién

La precision intradia se obtiene realizando mediciones de las soluciones en el
mismo dia, mientras que la precisién interdia se obtiene con mediciones de las
soluciones en diferentes dias. Las condiciones de andlisis deberan mantenerse
iguales: misma fase mévil, volumen de inyeccidn, temperatura, etc). Es de esperar
que se obtenga una mayor precision de analisis cuando éste se realiza €l mismo dia
que en diferentes dia, ya que en este caso se introducen nuevas variables. Los
coeficientes de variacion obtenidos en este trabajo estin 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 (precisioén intradia e interdia), los coeficientes
de variacion 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 recuperacion, todos los
antimicrobianos presentaron recuperaciones dentro del intervalo del 80-120% del
valor nominal excepto en el caso de la amoxicilina. Sin embargo, en todos los casos
la precisién del método fue aceptable (coeficientes de variacién menor del 15%), por
lo que puede considerarse que la desproteinizacién del plasma con acetonitrilo en
una proporcion 1:4 resulté un método adecuado. Este método también resulté
adecuado para el procesamiento de tejido ya que los resultados obtenidos de igual
manera presentaron valores dentro de los criterios de validacién 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 concentracién, obtenidos en ambas curvas demostrd que
para trimetoprim, linezolid, sulfametoxazol y garenoxacina no existe efecto de
matriz, mientras que para amoxicilina si existe un efecto de matriz multliplicativo
observado por un cambio significativo en el valor de la pendiente de las curvas de
calibracién. Por lo tanto, cuando se realicen determinaciones de este ultimo
antimicrobiano, es recomendable trabajar con curva de calibracién elaborada en
matriz. En lo que respecta a tejido infectado, en todos los casos hubo diferencia

significativa entre los valores de recuperacién obtenidos con la ecuacién de regresién
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de la curva en matriz, con respecto a los obtenidos con la curva de estandares
preparados en buffer. Por lo tanto, al igual que para la determinacién de amoxicilina
en plasma, se recomienda que al trabajar con tejido de ratén 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 resolucién entre el sulfametoxazol y el linezolid) y el solvente en el cual se
encuentran los antimicrobianos. La temperatura y la composicion de la fase mévil (%
de acetonitrilo y % de 4cido 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 sefiales obtenidas se
encuentran fuera de los limites establecidos (+2ds). Sin embargo, en forma individual
pueden ser estables hasta por 30 dias. Debido probablemente a interacciones entre
ellos puede ser que disminuya la estabilidad. Con respecto a esto, la amoxicilina
presentd 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.
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4.4 Aplicabilidad

4.4.1 Determinaciones en plasma

El método desarrollado se aplicé 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 pg/mL. Esto demostré la aplicabilidad
del método desarrollado ya que los datos obtenidos fueron procesados para establecer
la farmacocinética de este antimicrobiano a diferentes dosis de administracién. 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, s¢ analizaron muestras
de tejido de ratén 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 Garenoxacina. La
combinacion sulfametoxazol-trimetoprim es el tratamiento de eleccidn para
actinomicetoma. Linezolid ha demostrado una actividad ir vitro contra N.
brasiliensis muy alta. Este antimicrobiano presenta un mecanismo de accion tnico, y
diferente de la combinacion SXT, de tal forma que la combinacién sulfametoxazol-
trimetorim-linezolid podria ser un esquema de tratamiento con posibilidades de

presentar gran eficacia en el tratamiento 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
actiia inhibiendo el proceso bacteriano de sintesis de proteinas previniendo asi la
formacién del complejo funcional de iniciacidn de sintesis, la garenoxacina actia
sobre la DNA girasa, enzima esencial para la replicacion, transcripcién y reparacion
del DNA bacteriano. La actividad in vitro de la garenoxacina en contra de N.
brasiliensis fue probada por Vera-Cabrera y col. Este antimicrobiano present6é una
actividad alta, con MICyy de 0.5 ug/mL (Vera-Cabrera 2003). Por lo anterior, la
combinacién 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 concentracién minima inhibitoria
(MIC) establecida contra N. brasiliensis, y esta concentraciéon debera de mantenerse
por encima de esta MIC hasta antes de la siguiente administracién del
antimicrobiano. Tomando en cuenta lo anterior, se seleccionaron las dosis que se

debian administrar de cada antimicrobiano.

En plasma no se detectaron las sefiales de los antimicrobianos administrados.
Esto pudo deberse a que el tiempo transcurrido entre la dltima administracién y la
toma de la muestra fue demasiado prolongado (13 horas) y los niveles plasmaticos de
los antimicrobianos ya no se¢ encontraban dentro de los limites de deteccidn
establecidos por nuestro método. El tiempo de vida media reportado en humanos es
de 11 y 10 horas para el trimetoprim y el sulfametoxazoles, mientras que para el

linezolid es de 4 a 6 horas,
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En el caso de la mezcla linezolid-garenoxacina, se encontraron concentraciones
de 4.06 ug/mL para Linezolid y 3.76 pg/mL para Garenoxacina. Para el esquema
STX-Linezolid las sefiales detectadas estin por debajo de los limites de
cuantificacién establecidos por nuestro método. También se analizaron tejidos de
ratéon infectado pero que no presentaba proceso de inflamacién debido al
actinomicetoma (patita de ratén del lado contrario al micetoma) y en estas muestras
no se encontraron sefiales de los antimicrobianos. Los resultados anteriores de la
deposicion 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 informacién acerca de la deposicién de estos antimicrobianos
en tejido de ratdén infectado con actinomicetoma. Aunque los datos encontrados en el
analisis realizado muestran buenos resultados es importante tomar en cuenta 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 y puede ser aplicado para la determinacién, individual o
simultanea, de amoxicilina, garenoxacina, linezolid sulfametoxazol y trimetoprim en

plasma y en tejido de ratén infectado con actinomicetoma.

2.- El método desarrollado y validado por CLAR con deteccion por fluorescencia
presenta mayor sensibilidad para la determinacién de garenoxacina, no asi para
linezlid y sulfamteoxazol. El método desarrollado para garenoxacina puede ser
aplicado para la cuantificacidn de este antimicrobiano en plasma y en tejido de ratén

infectado con actinomicetoma.

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

precisos, sencillos, rapidos y econOmicos
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4.-El sistema acetonitrilo-ac.trifluoroacético con la columna Atlantis dC;s resulta
adecuado para el andlisis cromatogrifico de analitos no polares y aquellos que
requieren de agente par idnico. Es necesario mantener las condiciones de analisis

controladas ya que tienen influencia importante en el desempefio del método

5.2 Perspectivas

1. Aplicar el método desarrollado 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 determinacién
de amikacina a un nivel de concentracién menor que la concentracién

minima inhibitoria (MIC) establecida para Nocardia.

3. Desarrollar un método con mayor sensibilidad para la determinacién de icido

clavulanico.

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

biolégicas, particularmente en hueso de raton.

5. Implementar el método desarrollado para la cuantificacién de nuevos

antimicrobianos propuestos para el tratamiento de actinomicetoma.
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