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1. INTRODUCCION

El propranolol es un bloqueador antagonista de los receptores beta adrenérgicos,
gue se une con gran afinidad a los subtipos B1 y 2 y con muy baja afinidad a 33, por
lo que bloquea la accién de las catecolaminas como epinefrina y norepinefrina, asi
como de las sustancias con actividad agonista &. Se ha utilizado en pacientes
pediatricos para tratar y prevenir arritmias, hipertension, cardiomiopatia hipertréfica

y obstruccion del flujo de salida en cardiopatia congénita 2.

En 2008 Leéauté-Labreze et al. descubrieron de forma fortuita el efecto
antiproliferativo de propranolol para hemangiomas severos de la infancia, desde
entonces se empezo a usar este farmaco como una alternativa para el tratamiento
del hemangioma infantil, hasta convertirse en la actualidad en el tratamiento de
primera linea para este padecimiento 24!, Los hemangiomas infantiles son tumores
vasculares benignos que se presentan con un porcentaje del 3 al 10 % en los

lactantes menores, con mayor incidencia en el género femenino (3:1) &1,

Se ha comprobado la eficacia del farmaco, pero en varios estudios se han reportado
complicaciones debido a eventos adversos 2 8, ya que se inicia el tratamiento con
base al peso y con dosis bajas, que se va ajustando paulatinamente conforme los
infantes crecen y aumentan de peso hasta alcanzar una dosis maxima. En todos los

casos los ajustes de dosis se llevan a cabo con base a prueba y error.

Para lograr una terapia efectiva y segura en la poblacién pediatrica mexicana que
padece hemangioma infantil, se debe determinar la farmacocinética de propranolol
con el fin de desarrollar el régimen de dosificacion adecuado, de acuerdo a las
diferentes co-variables (edad, peso, género, tamafio y ubicaciéon del hemangioma,
etc.) que puedan estar influyendo en la terapia de este padecimiento, para esto, es
necesario determinar las concentraciones plasmaticas del farmaco en el estado
estacionario después de la administracion de las dosis recomendadas por el médico

tratante.



La limitante para poder determinar tales concentraciones es la toma de muestra en
los pacientes pediatricos, ya que, dependiendo de su edad y su condicion clinica, la
toma de muestra puede ser muy dificil de obtener. Debido a esto, se requiere de
tomas de muestras mas faciles y menos invasivas, como es el caso de la técnica de

gotas de sangre seca (“Dried Blood Spot”).

Con base en lo descrito, en este trabajo se presenta el desarrollo y la validacién de
un método analitico, utilizando gotas de sangre seca, para cuantificar propranolol y
su metabolito 4-hidroxipropranolol, que permitira en un futuro establecer la

farmacocinética y la farmacodinamia de propranolol en pacientes pediatricos.



2. ANTECEDENTES

El propranolol ha sido utilizado desde hace varios afios para el tratamiento de la
hipertension, enfermedades isquémicas del corazon, arritmias, padecimientos
endocrinos y neurolégicos en pacientes pediatricos [ &, Desde su descubrimiento en
2008 por Léauté-Labreze et al. en Francia, actualmente ya se utiliza como
tratamiento de primera linea para el hemangioma infantil cuando existe riesgo de

alterar las funciones vitales o desfiguracion de alguna parte del cuerpo .

Desde entonces numerosos estudios, informan de la seguridad y eficacia de
propranolol 9 11,

En varios paises se aplican protocolos para el uso de este betabloqueador en el
tratamiento de los hemangiomas infantiles, y en otros se han reportado datos de
concentracion plasmética de propranolol en pacientes pediatricos con este

padecimiento como es el caso de China y Estados unidos 22,

La Food and Drug Administration (FDA, por sus siglas en inglés) en el afio 2014
aprobo el uso de propranolol para el tratamiento del hemangioma infantil en Estados
Unidos 3],

En México los dermatodlogos han utilizado este farmaco desde el 2011 para tratar el
hemangioma infantil 14!, y ya se han descrito caracteristicas clinicas y demograficas
para este padecimiento 12, también se han publicado reportes sobre la seguridad y
eficacia de este farmaco. A pesar de que su uso se ha extendido a otras regiones
del pais y se sigue un protocolo para su administracién, ain no se han determinado
las concentraciones plasmaticas de propranolol en el estado estacionario en
pacientes pediatricos, por lo cual alun no se cuenta con datos farmacocinéticos

poblacionales.

Recientemente, Hernandez-Zepeda y Garcia-Romero (2017) reportaron los
aspectos a tomar en cuenta al iniciar el tratamiento y las pautas a considerar de
acuerdo con las caracteristicas del hemangioma, asi como las alternativas que

existen en la terapia farmacolégica del padecimiento 18],



En 1970 Coltart et al. Relacionaron la concentracion plasmatica y dosis respuesta de
propranolol en 6 hombres adultos con edad comprendida entre 25-38 afos, con
taquicardia inducida por el ejercicio, en el cual lograron un bloqueo maximo de
taquicardia con niveles plasmaticos de 40 ng/mL con dosis oral de 80-120 mg de

propranolol; la determinacion del farmaco se realizé por fluorescencia 7.

El estudio de Fitzgerald y O’Donnell (1971), demostraron la relacion farmacolégica
de propranolol y 4-hidroxipropranolol en gatos, perros y cobayos 8. En el caso de
los gatos se demostrd que el 4-hidroxipropranolol reduce el ritmo cardiaco y produce
vasodilatacién, en las ratas el 4-hidroxipropranolol actia como agonista parcial en la
actividad simpaticomimética intrinseca (aumenta el ritmo cardiaco) al disminuir las
catecolaminas, mientras que el propranolol no presenta este efecto; en el caso de
los cobayos, el propranolol induce broncoespasmo y con menos intensidad el 4-
hidroxipropranolol; en los perros el 4-hidroxipropranolol actia como antagonista de
los receptores beta adrenérgicos en el corazén y la disminucién del ritmo cardiaco

depende de la concentracién plasmatica de este metabolito.

En un estudio realizado por Pine et al. en 1975, compararon el rendimiento en el
ejercicio con una dosis oral de propranolol y los niveles plasmaticos, con la finalidad
de utilizar tales niveles para lograr una dosis terapéutica maxima en pacientes con
enfermedad de las arterias coronarias. La dosis promedio en los pacientes con ese
padecimiento fue de 144 + 21 mg/dia, que resultaron en una concentracion
plasmatica promedio de 30 + 7 ng/mL, estas fueron determinadas por cromatografia

de liquido-gases 19,

Por otro lado, hasta el momento se han publicado numerosos métodos para la
cuantificacion de propranolol en matrices biologicas tales como suero, plasma, orina,
tejidos, sangre seca y aguas residuales farmacéuticas 12 20.21. 221 | a5 m4s utilizadas
para la determinacion del farmaco han sido plasma, suero y orina [23 24. 25 261 Ep
cuanto a los métodos de extraccién se han reportado: extraccién liquido-liquido
(incluyendo la microextraccion [4) extraccion multidimensional en linea [28]

extraccion en fase sélida 29, |a extraccion en sangre seca adherida a papel filtro y



sus variaciones en linea 22 3132 Para |a cuantificacion se han utilizado diversos tipos

de detectores tales como UV, fluorescencia, masas, etc.

En la siguiente tabla se proporciona una descripcion general de algunos métodos

reportados en la literatura en los ultimos afios para cuantificar propranolol:



Tabla 1. Descripcion general de algunos métodos reportados en la literatura para cuantificar propranolol (2008-2016).

) Matriz L.
W els | Ui Condiciones Validacién/ensayo LHOIOS DBS ;Il?gs(tjrz (el Corg(;crzglon Ssielalier)| Bl Referencias
poblacion | analitica ULOQ tomada para el hematocrito | €°"t@ plazo | largo plazo
analisis)
Columna ODS Il (250 x 4.6 Plasma (0.8
. 2 Plasmay
mm, 5 um). FM: acetonitrilo y Andlisis de muestras de agua muestras de mL) y agua
Adultos HPLC- | tampon de fosfato 0.05 M (pH residuales farmacéuticas ygen 2:5-2500 N/A agua residual N/A - - 27
uv 3.0), _ (28:72),,_ Flujo 1.0 plasma humano ng/mL residuales farmacéutica =
mL/min, isocratica, longitud f - )
armaceéuticas.
de onda 230 nm.
Columna UK-C18, 2 x50 mm, Andlisis de propranolol en plasma
. '|de rata macho con fibrosis
3 Hm, 40°C. FM: hepética inducida por
LC- metanol [10 mm formiato de | _; . . 2.0-800 . Plasma (80 _ _
Ratas MS/MS | amonio con 0.1 % acido tloapgtam!da, _ después de ng/mL N/A Sanguinea ul) N/A 33
P . .~ | dosificaciébn intravenosa  del
férmico (70:30, v/v)]. Flujo | ., o
\ farmaco y su aplicacion en
250 pL/min. o
farmacocinética
Columna Kinetex C18, 50 x
2.1 mm, 2.6 ym, guarda Determinacién simultanea de
columna C18,50°C. FM:0.1|cuatro  farmacos  diferentes
% &cido férmico en agua (A) | (bisoprolol, ramiprilato,
LC/MS- |y 100 % acetonitrilo (B). Flujo | midazolam 'y propranolol) en | . Whatman | Sanguinea Sangre seca 21 dias: 25, _
Ratas MS 0.5 mL/min con gradiente | muestras DBS de rata, para 5-250 pg/L 903 (pipeteada) (20 pL) N/A 37y-20°C 34
(tiempo, % fase B): (0.25 min, | estudiar la farmacocinética en
3 %), (0.5 min, 9 %), (1 min, | modelos de insuficiencia cardiaca
30 %), (1.25 min, 50 %), (1.7 | de rata.
min, 90 %), (1.75 min, 3 %).
Zorbax SB-C18 Resolucién
rapida HT (2.1 x 50 mm), 1.8
pm). FM: solvente A 0.1 %
acido férmico en agua, y B Sangre seca Un mes a
0.1 % A4&cido férmico en |Desarrollo y validacion de un 9 _
- . o A . . . 3.3-3.4 L Cplasma = -20°C, 4
- LC/MS- | acetonitrilo, Flujo 0.2 mL/min; | método para medir los niveles de | 2.5-200 | Whatman | Sanguinea
Pediatricos - . - (3.2mm CDBS x °C,ya - 32
MS gradiente: 5 % | propranolol en muestras de pg/L 903 (pipeteada) dié de la | 100/(100-H
B a 95 % B en 1 min, |sangre seca lametro de la ( ct) temperatura
’ ) muestra) ambiente

manteniendo por 1.5 min,
luegp de 95 % B
a5 % B en 0.1 min, y
reequilibrando por 1.4 min.




Continuacion Tabla 1

) Matriz e
q P Tipo de Correccion A -
p-(l;lbplgc?gn ;?;Iri]tlif:z Condiciones Validacién/ensayo | LLOQ-ULOQ DBS rtnuesgra (V;all;’;q;n ) p?ra ) (I:Es:?c?lylalliézig EStabg'Igézig largo | 5oferencias
omada analisis) ematocrito
Propranolol: Mesa
de trabajo: 4 Propranolol: Largo
Evaluacion de la horas 4 °C; 31 plazo a -20 °C
farmacocinética de dias congelacion 182 dias. Largo
y descongelacion: plazoa-80°C
Infantes propranolol en 0.5-250 ng/mL Plasma 3 ciclos: 4- 182 dias. 4-
(35-150 LC/MS/MS - infantes después de | propranolol y 4- N/A Sanguinea A N/A hidroxioro ;anolol' hidroxioro rénolol' 35
dias) la administracion de | hidroxipropranolol Mesa%e ‘t)rabajO'. Largo F;Jlago a _20'
una solucion. 6horas4°C; 21 |  °C 100 dias
dias congelacion Largo plazo -80
y descongelacion: °C: 182 dias
3 ciclos.
Columna C18, 250 x 4.6 mm, 5
pgm). FM: 160 mL agua, 180 mL
Infantes metanql,_?O mL' e_lcetonitrilo, 2.5
(2-12 S\F;-HPLC- mL acido acético y 125 uL _ 15-180 ng/mL. N/A Sangre Plasma N/A _ _ 12
meses) trietilamina (v/v), pH 3'.4’con venosa )
NaOH 1 N antes de adicién de
trietilamina. Flujo 0.5 mL/min.
Longitud de onda 291 nm.
Columna Zorbax SB-C18
Resolucién rapida HT, 2.1 x 50 Sanare
mm?, 1.8 um. Flujo 0.2 mL/min. sec%
FM: solvente A 0.1 % acido Evaluacion de la 3.3.3.4
Infantes férmico en agua, y B 0.1 % farmacocinética de Whatman L (3'2 Cplasma =
(23-42 LC/MS acido formico en acetonitrilo, 5 propranolol en - 903 Sangre umm. CDBS x - - 36
semanas) % B a95 % B en 1 min, neonatos a término diametro 100/(100—-Hct)
manteniendo por 1.5 min luego y prematuros de la
de 95 % B muestra)
a5%Ben0.1min,y
reequilibrando por 1.4 min.
Columna C18 Microsorb-MV 4.6
x 150 mm; 20 = 2 °C. FM: 500 e Tejido
LC-UV- mL de agua, 500 mL de %2”;?3;?;]00?;? g(l)%a 10_;0:52]%“" Tejido periocular
Conejos metanol, 1.0 mL trietilamina, pH RN N/A periocular Oy N/A N/A N/A 22
VIS 3.5 (acido acético). Flujo 1.0 la sistémica oral e 0.025-75 mg y sangre plasma
: e ’ intravenosa tejido periocular
mL/min. (500 pL)

Longitud de onda 295 nm.




Continuacion Tabla 1

; Matriz L.
) P Tipo de Correccion - A
Tipo de | Técnica - . L, (volumen Estabilidad Estabilidad largo .
iy e Condiciones Validacién/ensayo LLOQ-ULOQ DBS | muestra para Referencias
poblacion | analitica tomada | Pa&@ QI hematocrito corto plazo plazo
analisis)
Columna LiChrospher 60 L )
RP, 125 x 4 mm, 5 pm. Determlnau_on de Ciclos pje
. . ) concentraciones congelacion y
FM: formiato de amonio 1 | o d ol d lacion:
mM en agua, pH 3.1 * 0.1 plasméticas de Propranolol escongelacion: 5 N
P A propranolol y 4- (0.02-13.50 g/mL) ciclosa-15°C. | Estabilidad a largo
LC/ESI- (acido férmico) y . ) Plasma o .
Adultos o . hidroxipropranolol en y 4- N/A | Sangre N/A Estabilidad sobre | plazo 158 dias a 29
MS/MS acetonitrilo 20:80 (v/v). B . . (0.3 mL) - o
A ) estudio de hidroxipropranolol la mesa de trabajo 15°C.
Flujo 1.3 mL/min. f o
o armacocinética y (0.02-2.50 g/mL) ~6.5 h.
Columna35+1°Cy . ; . I
bioequivalencia en Estabilidad en el
automuestreador 10 + 1 . -
oC. voluntarios sanos inyector ~48 h.
Columna quiral Supelco El Striﬁggaggé?ése
250 x 4.6 mm, 5 um. FM: estandar interno
metanol/acido auna
acético/amoniaco Aplicado al andlisis de concentracion de Plasma No para No para
Adultos LC-MS (100/0.15/0.15, viviv). muestras de un estudio 2000 pg/L (50 L N/A | Sangre (0.9 mL) N/A propranolol propranolol 37

Flujo 1 mL/min,
guardacolumna C18, 4 x
3 mm. Automuestreador a
5°C.

clinico

para 0.9 mL de
plasma) y con
una transicion de
260.1>183.1




2.1 Propiedades fisicoquimicas

2.1.1 Propranolol

El propranolol es una aminoalcohol sintético, tiene un pka de 9.4, es muy soluble en
agua (61.7 mg/L a 25 °C) y en alcohol y es altamente lipofilico B8l Tiene un peso
molecular de 259.349 g/mol. Se descompone en soluciones acuosas por oxidacion
de la cadena lateral de isopropilamino degradandose rapidamente a pH alcalino y

es mucho mas estable a pH 3.

El propranolol existe en dos formas isoméricas S(-) y R(+), siendo el enantiomero S

100 veces méas potente como betablogueador que el R.

Estructura molecular

CHj
O/\‘/\H )\CHS

OH

Figura 1. Estructura molecular de propranolol



2.1.2 4-Hidroxipropranolol

Es un metabolito activo de propranolol con grupo OH en la posicion 4 de la
estructura molecular. Tiene un peso molecular de 275.348 g/mol. Existe en dos

formas isoméricas S(-) y R(+). Es un compuesto muy sensible a la luz.

Estructura molecular

CH,

O/\‘/\HJ\CHS

OH

OH

Figura 2. Estructura molecular de 4-hidroxipropranolol
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2.2 Farmacocinética

2.2.1 Propranolol

Absorcion. Es lipofilico, y después de su administracion oral se absorbe casi
completamente, sin embargo, tiene un gran efecto de primer paso en el higado y

presenta una biodisponibilidad que corresponde en promedio al 26 % (= 10 %).

Distribucion. Aproximadamente el 87 % (+ 6) de propranolol se une a proteinas. El
enantiomero S(-) se une preferentemente a la alfa-1-glicoproteina y el R(+) a la
albumina. El volumen de distribucion es de 4.3 litros/Kg (+ 0.6). Atraviesa la barrera

hematoencefélica y la placenta, también se distribuye en la leche materna.

Metabolismo. Es metabolizado principalmente a través de tres rutas primarias: N-
desalquilacion seguida de la oxidacion de la cadena lateral y glucuronidacion. El
metabolito activo es 4-hidroxipropranolol. Los metabolitos principales son:
propranolol glucurénido, &cido naftiloxilactico y é&cido glucurénico y sulfatos
conjugados de 4-hidroxipropranolol. El tiempo de vida media varia desde 3.9 h (+
0.4) a 5 horas. La depuracion es de 16 mL/min/Kg (£ 5).

Eliminacion. La principal ruta de eliminacion es por via hepatica. Menos del 1 % de

la dosis administrada es excretada sin cambio en la orina.

La siguiente tabla muestra algunos parametros farmacocinéticos para propranolol:

Tabla 2. Parametros farmacocinéticos* de propranolol

Tmax (h) Cmax (ng/mL) | ABCo-t(ug.h/mL) | ABCo-~ (ug.h/mL) ti2 (h)

8.81+1.69 | 321.48 +117.31 4.95 +1.65 4.97+ 1.65 5.2+0.9

* Parametros calculados a partir de 100 voluntarios sanos, sexo masculino,

administracion oral de 160 mg de propranolol, capsula de liberacion extendida 22,
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2.2.2 4-hidroxipropranolol

La siguiente tabla muestra algunos pardmetros farmacocinéticos para 4-
hidroxipropranolol:

Tabla 3. Parametros farmacocinéticos* de 4-hidroxipropranolol

) ; ABCo-t ABCo-
Tmax (h) Cmax (ng/mL) t12 ()
(ug.h/mL) (ug.h/mL)
8.15+1.81 | 233.26 + 107.54 3.28+1.25 3.30+ 1.25 52+1.0

* Parametros calculados a partir de 100 voluntarios sanos, sexo masculino,

administracion oral de 160 mg de propranolol, capsula de liberacién extendida
29],
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2.3 Teécnica de gota de sangre seca

La técnica de gota de sangre seca se ha utilizado desde hace méas de 50 afios, en
1963 Robert Guthrie utilizo tal técnica con la finalidad de obtener muestras de

sangre en recién nacidos para detectar fenilcetonuria 2.

La metodologia se ha optimizado al combinarla con el andlisis por cromatografia
liquida acoplado a masas para la cuantificacion de diferentes compuestos, es el
caso de biomarcadores como homocisteina y fenilalanina, asi como muchos

compuestos farmacéuticos [39 40. 41, 42],

Una de las ventajas de utilizar la técnica DBS para el monitoreo de diversos
farmacos, es que la técnica requiere una cantidad minima de muestra (10 a 80 L),
la cual implica realizar una puncion de 1.1 a 1.5 mm. Generalmente las muestras se
pueden obtener facilmente de los dedos de las manos o bien del talén de los nifios

pequenos.

El andlisis de las muestras no requiere de una extraccion previa, lo cual reduce el
costo de analisis. Por las caracteristicas de esta matriz (sangre seca) es posible que
el farmaco se mantenga estable aun a temperatura ambiente, lo cual facilita la
conservacion, transporte y envio de las muestras, ademas minimiza el posible
riesgo bioldgico infeccioso que presentan las muestras sanguineas, al encontrarse
asociadas al papel filtro en estado seco 43 mientras que en las técnicas
convencionales las muestras se almacenan de -20 a -80 °C para garantizar su

conservacion y requieren de grandes espacios.

Como toda técnica también presenta algunas desventajas, entre las que se pueden
mencionar son: el entrenamiento para la toma de muestras, los analitos a estudiar
requieren estar en concentraciones de orden de microgramos para ser cuantificados
mediante detectores como UV y fluorescencia, por lo tanto, si los compuestos a
analizar no estan en esa escala de magnitud, se debe de utilizar una deteccién mas

sensible como la espectrometria de masas.
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3. JUSTIFICACION

Se ha demostrado que el tratamiento del hemangioma infantil con propranolol es
efectivo, observandose una respuesta casi inmediata al disminuir la consistencia y
crecimiento de dicho tumor. Aproximadamente el 95 % de los pacientes manifiestan
remision del tumor 44, aunque no se cuenta con estudios que arrojen datos de la

concentracion sanguinea del farmaco en la poblacion pediatrica mexicana.

En México la investigacion clinica es impulsada por instituciones especializadas,
centros de salud y centros privados 3, aunque existen investigaciones en la
poblacion pediatrica, estas son deficientes en comparacién con la poblacién adulta;
esto ha generado una problematica en el impacto de las prescripciones, ya que en
muchas ocasiones se realizan de manera empirica, factor que afecta la respuesta

farmacoldgica debido a las dosis administradas en pacientes pediatricos 481,

Para establecer un régimen de dosificacion adecuado de propranolol, se necesita
calcular los parametros farmacocinéticos, tales como concentracion plasmatica
maxima, volumen de distribucion aparente, tiempo de vida media de eliminacién,
constante de velocidad de eliminacién, area bajo la curva, etc., que se determinan
a partir de las concentraciones del farmaco, por lo general en muestras de sangre

u orina.

La determinacién de los pardmetros farmacocinéticos de propranolol y su metabolito
4-hidroxipropranolol, a largo plazo, permitira establecer regimenes de dosificacion
seguros y efectivos en la poblacién pediatrica con hemangioma infantil, asi como la

monitorizacion del farmaco.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Desarrollar y validar un método analitico para determinar las concentraciones

sanguineas de propranolol y 4-hidroxipropranolol por Cromatografia Liquida con

detector de masas.

4.2 Obijetivos especificos

Obtener informacién cientifica mediante la busqueda en las bases de datos
electronica de la biblioteca central de la UABC tales como; PubMed,
ScienceDirect, Elsevier, Ebsco, SciELo, entre otras, durante el periodo de
agosto de 2015 a noviembre del 2017 para actualizar la informacion en los
antecedentes de la tesis de Maestria y para reunir los datos necesarios para
desarrollar el método analitico cuantitativo de propranolol y 4-
hidroxipropranolol.

Desarrollar el método para cuantificar propranolol y 4-hidroxipropranolol en
muestras de sangre seca en papel filtro por Cromatografia liquida con
detector de masas.

Validar el método para cuantificar propranolol y 4-hidroxipropranolol en
muestras de sangre seca adherida a papel filtro por Cromatografia liquida
con detector de masas.

Obtencién de muestras sanguineas en pacientes pediatricos, mediante la
técnica de sangre seca adherida a papel filtro en el HIC, en octubre de 2017,
para la determinacion del intervalo de la curva de calibracién para propranolol

y 4-hidroxipropranolol.
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5. HIPOTESIS
5.2 Hipotesis

El método de cuantificacion de propranolol y 4-hidroxipropranolol por Cromatografia
de Liquidos con detector de masas a partir de muestras DBS es adecuado para la
determinacion de concentraciones sanguineas de estos analitos en una poblacién

pediatrica.

5.1 Hipdtesis alternativa

El método de cuantificacion de propranolol y 4-hidroxipropranolol por Cromatografia
de Liquidos con detector de masas a partir de muestras DBS no es adecuado para
la determinacion de concentraciones sanguineas de estos analitos en una poblacién

pediatrica.
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6. METODOLOGIA

6.1 Desarrollo del método de andlisis para cuantificar propranolol y 4-

hidroxipropranolol mediante cromatografia liquida acoplada a masas

6.1.1 Determinacion de las condiciones del espectrometro de masas y

cromatograficas

X/

« Equipos utilizados:
e Cromatografo de liquido ACQUITY UPLC Waters

e Espectrometro de masas Micromass Quattro Micro Waters con software

MassLynx NT 4.0 para el analisis.

« Condiciones del espectrometro de masas:

Se realiz6 la sintonizacion de las masas de los analitos de interés (“tunning”) para
conseguir la mejor sensibilidad de los compuestos al probar diferentes condiciones.
La cuantificacién de los analitos se realizé con base a su relacion masa/carga (m/z),

tanto del ibn molecular como del i6n fragmento (modo MRM).
Las condiciones espectrométricas obtenidas se muestran a continuacion:

e Modo de ionizacién ESI (+).

Tabla 4. Condiciones espectrométricas del equipo de masas

I6n padre I6n hijo Cono | Colision | ‘Dwell’ *
Compuesto
(Th) (Th) V) (V) (s)
Propranolol 260.08 115.93 30 18 0.3
4-hidroxipropranolol 276.06 57.67 30 20 0.2
Ifosfamida 260.99 91.63 25 25 0.2

* Puntos capturados por segundo para definir el espectrograma mediante la
interfase.
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Estas condiciones se determinaron con soluciones de trabajo de 100 ng/mL en

metanol al 70 %.

« Condiciones cromatogréficas:

Las condiciones cromatograficas que se consideraron son las siguientes:

e Fase movil
e Tipo de columna para la separacion de los compuestos
e Flujo de la fase movil

e Temperatura de la columna y del automuestreador

Tales condiciones permitieron establecer el método de separacion y cuantificacion

(abundancia relativa) de los analitos.

6.1.2 Fase movil

Se realizé una revision de la literatura para consultar las soluciones que se utilizan
como fase mdavil, con base a esto se probaron las siguientes: formiato de amonio,
acetato de amonio y acido féormico como soluciones ionizantes de prueba para la
separacion y cuantificacion de propranolol 29 38 En el Anexo | se detalla el

procedimiento de preparacion.

6.1.3 Tipo de columnas para la separacién de los compuestos

Para la separacion de propranolol y 4-hidroxipropranolol se utilizan, por lo general,
columnas de fase inversa de 18 carbonos seguin se reporta en la literatura [28 32 47],

Las columnas empleadas en el desarrollo del método fueron:

e UPLC® HSST3 (High Strength Silica) C18, 2.1 x 50 mm; 1.8 um
e UPLC® (Ultra Performance Liquid Chromatography) C18, 2.1 x 50; 1.7 pm
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Dado que sus caracteristicas permiten la separacion de los compuestos polares.

6.1.4 Composicion de la fase movil y velocidad de flujo

Se probaron diferentes proporciones y flujos de trabajo, por lo que la fase mévil se

probé a flujo de 0.05 a 0.15 mL/min como se detalla en la siguiente tabla:

Tabla 5. Fase movil y flujo

o Formiato | Acetato
Acido .
No. de o o de de Flujo
Acetonitrilo | Metanol | formico ) ) Agua | Isopropanol ]
prueba amonio amonio (mL/min)
0.5%
5mM 20 mM
1 50 - 50 - - - - 0.05
2 55 - 45 - - - - 0.05
3 25 25 - - - 25 25 0.05
4 50 - - - - 50 - 0.05
5 50 50 - - - - - 0.05
6 50 - - 50 - - - 0.05
7 50 - - 50 - - - 0.15
8 45 - - 55 - - - 0.10
9 25 25 - 50 - - - 0.10
10 25 25 - 50 - - - 0.15
11 50 - - - 50 - - 0.15
50
12* 50 - - - - - 0.15
(0.15 %)*

* Esta prueba se realizé con 50 partes de acido formico al 0.15 %
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La siguiente tabla muestra las diferentes fases liquidas de separacion y columnas

con flujo de 0.15 mL/min y temperatura de 45 °C, utilizadas como prueba:

Tabla 6. Fase movil, flujo, temperatura y tipo de columna para cada prueba

) o Acetato
| Formiato de | Acido ]
No. de | Acetoni- ) o de Flujo Temperatura
) amonio 5 formico ) ) Columna
prueba trilo amonio (mL/min) °C
mM 0.15%
20 mM
45 UPLC® HSST3, C18
1 50 50 - - 0.15
2.1 x50 mm; 1.8 um
UPLC® HSST3, C18
2 50 - 50 - 0.15 45
2.1 x50 mm; 1.8 pm
UPLC® C18,
3 50 - 50 - 0.15 45
2.1 x50 mm; 1.7 um
UPLC® HSST3, C18
4 50 - - 50 0.15 45
2.1 x50 mm; 1.8 pm

6.1.5 Estandar interno

Se probaron diversos analitos como posibles estdndares internos, tales como

ranitidina a una concentracion de 100 ng/mL, sildenafil a 25 y 50 ng/mL e ifosfamida

en 50 ng/mL. De los posibles estandares internos probados el que resulté con mejor

reproducibilidad fue ifosfamida a una concentracién de 50 ng/mL, por lo que se

utilizé para la validacion del método, para mas detalles ver el apartado 1.2y 2.2.3.3

del Anexo I.

6.1.6 Fases de extraccion

Se probaron diversos agentes de extraccibn en diversas proporciones y

combinaciones, los disolventes fueron: metanol, acetonitrilo, acetato de etilo, éter
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etilico, diclorometano y 1,2-dicloroetano. En el apartado 1.4 del Anexo | se detalla

el desarrollo de la extraccion.

6.1.7 Intervalos de linealidad

Se propusieron diferentes intervalos de linealidad de 0.2 a 80 ng/mL, 0.5 a 50 ng/mL
y 10 a 400 ng/mL para propranolol, 0.125 a 4 ng/mL, 1.25 a 40 ng/mL y 2.5 a 50
ng/mL para 4-hidroxipropranolol, se observé que propranolol fue lineal en el rango

de 10 a 400 ng/mL y 4-hidroxipropranolol en el rango de 1.25 a 40 ng/mL.

Una vez que se tuvieron todas las condiciones espectrométricas, cromatogréficas y
se concluyo el desarrollo del método (ver Anexo |, y Anexo Il para los resultados),
se procedié a realizar la validacion de acuerdo con el Diagrama 1, donde se
resumen todas las condiciones de extraccion optimizadas, el cual se muestra a

continuacion:
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Diagrama 1. Proceso de extraccion de propranolol y 4-hidroxipropranolol en sangre

Seca.

Obtener 7
perforaciones de cada
circulo de DBS con la

perforadora (3 mm)

Adicionar una alicuota
de 1200 L de la
solucién de extraccion

Tapar el tubo y agitar
en vortex por dos
minutos cada muestra

Reconstituir las
muestras con 100 pL
de acetonitrilo:formiato
de amonio 5 mM
(50:50)

Agitar en vortex
durante 20 s

Colocar los circulos de
en tubos coénicos de
1.5 mL (rotulados
debidamente)

Colocar una alicuota
de 10 pL de NH,OH
10 %

Colocar las muestras
en un sonicador por 5
min a 25-30 °C

Evaporar las muestras
en un bafio maria con
flujo de aire, a una
temperatura de 40°C
por 20 minutos

Medir una alicuota de
90 uL de la muestra
reconstituida y colocar
en viales cénicos

Afiadir una alicuota de
10 pL de ifosfamida 50
ng/mL, estandar
interno, a cada tubo

Afadir 10 pL de &cido
ascorbico (10 mg/mL)

Centrifugar las
muestras a 12 500
rpm por 5 minutos

Decantar con cuidado
las muestras en un
tubo de vidrio de 15

mL

Inyectar 10 uL para el
andlisis de
Cromatografia Liquida
acoplada a masas



7. VALIDACION DEL METODO

La validacién se realizé de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-
2013, en la que se indica que se tienen que cumplir con caracteristicas del
desemperio tales como linealidad y precision la cual incluye la repetibilidad y la
reproducibilidad, la exactitud, el efecto de acarreo, el limite de cuantificacién, la
estabilidad de la muestra, el efecto de la matriz, la selectividad, y en este caso

también el efecto de hematocrito.

7.1 Materiales y reactivos

Las siguientes son listas de los materiales y reactivos, asi como equipos que se

utilizaron para la validacion del presente método:

e Metanol anhidro grado masas EMD Millipore Co®

e Acetonitrilo EMD Millipore Co®

e Formiato de amonio sigma Aldrich®

e Acetato de etilo Merck®

e 1,2-dicloroetano Merck®

e Acido ascorbico ACS

e Hidroxido de amonio ACS

e Estandar de clorhidrato de propranolol MP biomedicals®, pureza = 99 %,
Lote: FE-040-1

e Estandar de clorhidrato de 4-hidroxipropranolol Sigma Aldrich®, pureza = 98.5
%, Lote: BCBL8519V

e Estandar de ifosfamida Sigma Aldrich®

e Columna UPLC® BEH Phenyl 2.1 x 50 mm, 1.7 um

e Papel filtro 903™
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7.2 EqQuipos

e Cromatdégrafo para liquidos de alta resolucion ACQUITY UPLC® Waters
e Espectrometro de masas Micromass Quattro Micro Waters

e Sistema evaporador Glas-Col®

e Centrifuga Hermle Labnet

e Sonicador Fisher Scientific

e Vortex Ultra Cruz®

7.3 Procedimiento para las pruebas de la validacion

7.3.1 Curva de calibracion y puntos control

A continuacion, se detalla todo el procedimiento de como se prepararon las
soluciones para obtener la curva de calibracion y puntos de control en sangre al 35

% de hematocrito cargadas en papel filtro.

7.3.1.1 Curva de calibracién y puntos control de propranolol en diluyente

Diluyente (metanol 70 %)
e Se midieron 70 partes de metanol anhidro y se mezclaron con 30 partes de

agua desionizada.
e Solucion A 1 mg/mL (patrén)

Se peso el equivalente a 10 mg de propranolol (11.5 mg de clorhidrato de

propranolol), que se disolvio y aforé a 10 mL con metanol 70 %.
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e Solucién B 100 000 ng/mL
Se tomé una alicuota de 1000 pL de la solucién patrén y se aforé a 10 mL

con metanol 70 %.

e Soluciones para la curva de calibracion y puntos control de propranolol en
diluyente
A partir de la solucién B se tomaron las alicuotas correspondientes que se
sefalan en la Tabla 7 y 8 para obtener las concentraciones 40X (40 veces

concentrada) y se aforaron a 5 mL con diluyente.

Tabla 7. Soluciones para la curva de calibracion de propranolol en metanol 70 %

Curva de calibracién de | Alicuota | Solucidn de propranolol | Volumen final
propranolol 40X (ng/mL) (uL) (ng/mL) (mL)
400 20 Solucion B 5
1000 50 Solucion B 5
2000 100 Solucion B 5
4000 200 Solucion B 5
8000 400 Solucion B 5
16000 800 Solucion B 5

Tabla 8. Soluciones para los puntos control de propranolol en metanol 70 %

Puntos de control de Alicuota | Solucién de propranolol | Volumen final
propranolol 40X (ng/mL) (uL) (ng/mL) (mL)
1200 60 Solucion B 5
3200 160 Solucion B 5
12000 600 Solucion B 5

La curva de calibracion se construyé con las siguientes concentraciones de

propranolol:

e 400, 1000, 2000, 4000, 8000 y 16000 ng/mL.
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Los puntos de control en diluyente tuvieron las siguientes concentraciones de

propranolol:

e 1200 ng/mL (PCB), 3200 ng/mL (PCM) y 12000 (PCA) ng/mL.

7.3.1.2 Curva de calibracién y puntos de control de 4-hidroxipropranolol en

diluyente

e Solucion de acido ascoérbico 20 mg/mL
Se pesaron 200 mg de acido ascorbico, se disolvié y llevé a un volumen final

de 10 mL con agua desionizada.

¢ Diluyente (metanol 70 %)
Se midieron 70 partes de metanol anhidro y se mezclaron con 30 partes de

agua desionizada.

e Solucién A 1 mg/mL (patrén)
Se pesaron el equivalente a 10 mg de 4-hidroxipropranolol (11.5 mg de
clorhidrato de 4-hidroxipropranolol), que se disolvié en metanol anhidro y se

aforé a un volumen final de 10 mL.

e Solucion B 10 000 ng/mL
Se afiadié una alicuota de 500 pL de acido ascorbico 20 mg/mL, como
antioxidante, a un matraz de 10 mL, se tomé una alicuota de 100 pL de la
solucion patrén 1 mg/mL y se coloc6 en el mismo matraz, el cual se afor6 con
10 mL de metanol 70 %.
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e Soluciones para la curva de calibracibn y puntos control de 4-
hidroxipropranolol en diluyente

A partir de la solucion B se tomaron las alicuotas correspondientes que se
sefalan en la Tabla 9 y 10 para obtener las concentraciones 40X. Finalmente,
a cada matraz se le adicionaron 250 pL de acido ascorbico 10 mg/mL y se

aforaron a 5 mL con diluyente.

Tabla 9. Soluciones paralacurvade calibraciéon de 4-hidroxipropranolol en metanol
70 %

Curvade ) . . Volumen | Alicuota (acido
_ » Alicuota | 4-hidroxipropranolol _ o
calibracion final ascorbico)

(ML) (ng/mL)

40X (ng/mL) (mL) (uL)
50 25 Solucion B 5 250

100 50 Solucion B 5 250

200 100 Solucion B 5 250
400 200 Solucion B 5 250
800 400 Solucion B 5 250
1600 800 Solucion B 5 250

Tabla 10. Soluciones para los puntos control de 4-hidroxipropranolol en metanol 70
%

Puntos control ) . . Volumen | Alicuota (acido

Alicuota | 4-hidroxipropranolol _ o

40X final ascorbico)

(ML) (ng/mL)

(ng/mL) (mL) (ML)
150 75 Solucion B 5 250
300 150 Solucion B 5 250
1000 500 Solucién B 5 250

La curva de calibracion se construyd con las siguientes concentraciones de 4-

hidroxipropranolol:

e 50, 100, 200, 400, 800y 1600 ng/mL
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Los puntos de control tuvieron las siguientes concentraciones de 4-

hidroxipropranolol:

e 150 (PCB) ng/mL, 300 (PCM) ng/mL y 1000 (PCA) ng/mL.

7.3.1.3 Soluciones de carga de propranolol y 4-hidroxipropranolol en sangre al 35

% de hematocrito para la curva de calibracion y puntos de control

7.3.1.3.1 Preparacion de sangre al 35 % de hematocrito

Se realiz6 una mezcla de 35 partes de paquete concentrado eritrocitario y 65 partes

de plasma, ambos pertenecientes al mismo tipo sanguineo.

7.3.1.3.2 Curva de calibracién de propranolol y 4-hidroxipropranolol en sangre al

35 % de hematocrito.

En tubos cénicos de 1.5 mL debidamente etiquetados se colocaron las alicuotas
correspondientes de las soluciones de propranolol y 4-hidroxipropranolol 40X para
cada punto de la curva de calibracién, segin se indica en la Tabla 11,
respectivamente se adicionaron 950 pL de sangre al 35 % de hematocrito y se

mezclaron en voértex durante 20 segundos.
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Tabla 11. Curva de calibracion de propranolol y 4-hidroxipropranolol en sangre al 35
% de hematocrito

Alicuota 4-hidroxipro- Alicuota 4- Alicuota de
Propranolol _ ] _
(40X) propranolol pranolol hidroxipropra- | hematocrito
40X (40X) nolol (40X) al 35%
(ng/mL)
(ML) (ng/mL) (ML) (ML)
400 25 50 25 950
1000 25 100 25 950
2000 25 200 25 950
4000 25 400 25 950
8000 25 800 25 950
16000 25 1600 25 950

La curva en calibracién en sangre al 35 % de hematocrito tuvo las siguientes

concentraciones:

e 10, 25,50, 100, 200 y 400 ng/mL para propranolol
e 125 25,5,10, 20y 40 ng/mL para 4-hidroxipropranolol

7.3.1.3.3 Puntos de control de propranolol y 4-hidroxipropranolol en sangre al 35 %

de hematocrito

a) En tubos coénicos de 1.5 mL debidamente etiquetados se colocaron las
alicuotas correspondientes de las soluciones de propranolol y 4-
hidroxipropranolol para cada punto control, segun se indica en la Tabla 12, y
a cada tubo se adicion6é 950 pL de sangre al 35 % de hematocrito y se

mezclaron en vortex durante 20 segundos.
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Tabla 12. Puntos control de propranolol y 4-hidroxipropranolol en sangre al 35 % de

hematocrito

_ _ Alicuota de
4-hidroxipro- Alicuota 4-
Propranolol 20 Alicuota ) _ sangre al 35
pranolol hidroxipropra
(40X) propranolol % de
(40X) -nolol (40X) _
(ng/mL) (40X) (uL) hematocrito
(ng/mL) (ML)
(ML)
1200 25 150 25 950
3200 25 300 25 950
12000 25 1000 25 950

b)

d)

f)

Los puntos de control en sangre al 35 % de hematocrito tuvieron las

siguientes concentraciones:

e 30, 80y 300 ng/mL para propranolol

e 3.75,7.5y 25 ng/mL para 4-hidroxipropranolol
Las tarjetas debidamente etiqguetadas se colocaron en posicion horizontal
evitando que los circulos tuvieran contacto con la superficie.
Se depositaron 10 pL de la solucion de acido ascorbico 10 mg/mL en el centro
de cada circulo a cargar de la tarjeta (debidamente etiquetadas) y se dejaron
secar a temperatura ambiente por 5 minutos.
Se cargaron en el centro de los circulos 40 pL de cada punto de la curva de
calibracion y puntos control preparados en hematocrito al 35 % segun la
Tabla 11y 12.
Las tarjetas cargadas se dejaron secar toda la noche, en posicion horizontal
Finalmente, se aplicaron los pasos que se presentan en el Diagrama 1.

Proceso de extraccion de propranolol y 4-hidroxipropranolol en sangre seca.
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7.3.2 Linealidad

Se prepararon curvas de calibracion por duplicado durante tres dias diferentes como

se indica en el apartado 7.3.1, en el cual no se incluyo el punto cero y tenia que

cumplirconunr>0.99 y un r?> 0.98.

7.3.3 Precision

a) Repetibilidad

Se prepar6 una serie por quintuplicado de puntos control bajo medio y alto, asi como

el limite de cuantificacion inferior (punto mas bajo de la curva) como se indica en el

apartado 7.3.1, estos se analizaron en la misma corrida. Esta prueba se repitié por

tres dias consecutivos.

b) Reproducibilidad:

Primer dia

Se prepararon dos series de puntos control bajo, medio y alto por duplicado
para cada curva de calibracion (2 curvas de calibracién por corrida analitica
independiente) como se indica en el apartado 7.3.1.

Segundo dia

Se prepararon una serie de puntos control bajo, medio y alto por duplicado
para cada curva de calibracion (2 curvas de calibracion por corrida analitica
independiente) como se indica en el apartado 7.3.1.

Tercer dia

Se prepararon dos series de puntos control bajo, medio y alto por duplicado
para cada curva de calibracion (2 curvas de calibracion por corrida analitica

independiente) como se indica en el apartado 7.3.1.
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La prueba de reproducibilidad y repetibilidad debe resultar con un % CV del valor
promedio no mayor al 15 %, excepto para el limite inferior de cuantificacion (CV <
20 %).

7.3.4 Exactitud

Mediante los datos arrojados de la prueba de reproducibilidad y repetibilidad, que
se prepararon de acuerdo con el apartado 7.3.1, se calculé el % desviacion de la

concentracion obtenida respecto al valor nominal empleando la siguiente ecuacion:

(concentracion adicionada-concentracion obtenida) *100
concentracion adicionada

% desviacion=

El resultado del valor promedio del % de desviacion no debe ser mayor a 15 %,

excepto para el limite inferior de cuantificacion (CV < 20 %).

7.3.5 Efecto de acarreo

Se realizaron 3 inyecciones de la misma muestra blanco siendo una antes y dos

después de una inyeccion del limite superior de cuantificacion.

Muestra blanco: se colocaron tres alicuotas de 10 pL de acido ascorbico 10 mg/mL,

una para cada circulo del papel filtro 903™, se dejaron secar por 5 minutos y se
colocaron 40 pL de sangre al 35 % de hematocrito en cada circulo, estas se dejaron
secar 16 horas, protegidos de la luz , después se extrajeron segun se indica en el
Diagrama 1 y se inyectaron 10 pL en el orden que sigue: muestra 1 blanco, punto 6

de la curva, muestra 2 blanco y muestra 3 blanco.

Para cumplir con esta prueba la respuesta analitica de las interferencias proximas
al tiempo de retencion debe resultar menor al 20 % para el limite inferior de

cuantificacion del analito y del 5 % para el EI.
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7.3.6 Limite de cuantificacion

e Limite de cuantificacion de propranolol 10 ng/mL

Se prepararon y procesaron el punto mas bajo de la curva para propranolol (10
ng/mL) como se detalla en el apartado 7.3.1, por quintuplicado, la presente prueba

se analiz6 una serie por cada dia, por tres dias diferentes.
e Limite de cuantificacion de 4-hidroxipropranolol 1.25 ng/mL

Se prepararon y procesaron el punto mas bajo de la curva para 4-hidroxipropranolol
(1.25 ng/mL) como se detalla en el apartado 7.3.1, por quintuplicado, en el caso de

esta prueba se analizé una serie por cada dia, por tres dias diferentes.

7.3.7 Estabilidad de la muestra

7.3.7.1 Estabilidad a corto plazo (estabilidad sobre la mesa 4 horas)

Se preparo una serie de puntos control bajo y alto por triplicado, para propranolol y
4-hidroxipropranolol, segun se indica en el apartado 7.3.1, se dejaron secar en la
matriz biolégica (sangre seca) a temperatura ambiente por 4 horas y se procesaron

el mismo dia para el analisis segun el Diagrama 1.

7.3.7.2 Estabilidad de corto plazo (estabilidad a temperatura ambiente 3 dias)

Se prepararon una serie de puntos control bajo y alto por triplicado para propranolol
y 4-hidroxipropranolol, segun se indica en el apartado 7.3.1, se dejaron secar en la
matriz bioldgica (sangre seca) a temperatura ambiente por 3 dias y se procesaron

para el analisis segun el Diagrama 1.
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7.3.7.3 Estabilidad a largo plazo (-80 °C 27 dias)

Se prepararon una serie de puntos control bajo y alto por triplicado para propranolol
y 4-hidroxipropranolol, segun se indica en el apartado 7.3.1, se dejo secar en la
matriz biolégica (sangre seca) y luego se colocaron en una bolsa hermética de
plastico con silica gel, se almacenaron a -80 °C por 27 dias, después se procesaron

para su analisis, segun el Diagrama 1.

7.3.7.4 Estabilidad de la muestra procesada (24 horas)

Se prepararon una serie de puntos control bajo y alto por triplicado para propranolol
y 4-hidroxipropranolol, segun se indica en el apartado 7.3.1, se dejo secar en la
matriz biolégica (sangre seca), después se procesaron segun el Diagrama 1 y se
dejaron por 24 horas a 4 °C sin reconstituir, posteriormente se reconstituyeron en

fase movil y finalmente se inyectaron para su andlisis.

7.3.7.5 Estabilidad en el auto-muestreador (6 horas)

Se prepararon una serie de puntos control bajo y alto por triplicado para propranolol
y 4-hidroxipropranolol, segun se indica en el apartado 7.3.1, se dejaron secar en la
matriz biolégica (sangre seca) después se procesaron segun el Diagrama 1 y se
dejaron en los viales por 6 horas en el auto-muestreador, procediendo finalmente a

la inyeccidn de las muestras para su analisis.
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7.3.7.6  Estabilidad ciclos de congelacion-descongelacion (-80 °C)

Se prepararon una serie de puntos control bajo y alto por triplicado para propranolol
y 4-hidroxipropranolol, segun se indica en el apartado 7.3.1, se dejaron secar en la
matriz biolégica (sangre seca) y luego se guardaron en una bolsa hermética de
plastico con silica gel, se almacenaron a -80 °C por al menos 12 h, después se
descongelaron completamente a temperatura ambiente y se volvieron a congelar
por al menos 12 h bajo las mismas condiciones, se le aplico a las muestras este
ciclo de congelacion-descongelacion por triplicado, después se procesaron segun

el Diagrama 1 y se procedio a la inyeccion para su analisis.

7.3.7.7 Estabilidad en la soluciéon

e Estabilidad de la solucion de propranolol (-80°C, 138 dias)

A partir de la solucién patrén de propranolol de 1 mg/mL, se tomé una alicuota de
0.1 mL y se llevé a un volumen de 10 mL con diluyente, de esta nueva solucién se
tomaron 0.1 mL y se llevaron a 10 mL con diluyente, siendo la concentracion final
de 100 ng/mL, la cual se almacen6 a -80 °C por cuatro meses y después de este
periodo se analiz6 en la misma corrida junto con una solucion recién preparada de

la misma concentracion.
e Estabilidad de la solucién de 4-hidroxipropranolol (-80°C, 40 dias):

A partir de la solucion patrén de 4-hidroxipropranolol de 1 mg/mL, se tomé una
alicuota de 0.1 mL y se llevo a un volumen de 10 mL con diluyente, de esta nueva
solucion se tom6 0.01 mL y se llevd a 10 mL con diluyente, la concentracion
resultante fue de 10 ng/mL, esta solucién se almacené a -80 °C por mas de un mes
(40 dias), después de este periodo, se analizé esta solucién en la misma corrida

con otra solucion de 4-hidroxipropranolol de igual concentracion recién preparada.
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Para todas las pruebas de estabilidad previamente mencionadas, la concentracion

promedio de cada nivel debe estar dentro del 15 % de la concentracion nominal.

7.3.8 Efecto de matriz

Preparacion de la matriz biologica blanco

Se procedieron a preparar una serie de soluciones puntos control por cuadruplicado
de propranolol y 4-hidroxipropranolol en diluyente, segun se detalla en la Tabla 8 y
10 del apartado 7.3.1, se etiguetaron debidamente tubos de vidrio y se afiadio a

estos lo siguiente:

1. Alicuota de 25 pL del punto control 1 de propranolol en diluyente + 25 uL del
punto control 1 de 4-hidroxipropranolol en diluyente + 950 pL de fase movil
(acetonitrilo: 4cido formico 0.1 % 50:50).

2. Se realiz6 lo mismo con el resto de los puntos control.

3. De cada una de las soluciones preparadas se tomo una alicuota de 40 pL y
a cada una de éstas se les adicion6 10 pL de ifosfamida 50 ng/mL en
diluyente, después se les aplico el proceso de extraccion segun el Diagrama
1y se procedié con su analisis.

Preparacion de la matriz biolégica con analitos

Se prepararon una serie de puntos control por cuadruplicado de propranolol y 4-
hidroxipropranolol en sangre al 35 % de hematocrito y se les aplico el proceso de
extraccidon segun el Diagrama 1, después se analizaron en la misma corrida que los

blancos.

Para el efecto de la matriz el CV <15 % del FMN (Factor Matriz Normalizado) se
calculé con 4 unidades de la matriz, el resultado de esta prueba se determind

utilizando la siguiente formula que utiliza el estandar interno:
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EMN= (respuesta del analito en la matriz/respuesta del estandar interno en la matriz)

(respuesta del analito en solucion/respuesta del estandar interno en solucion)

7.3.9 Efecto del hematocrito

Preparacion de sangre con hematocrito definido:

e Hematocrito al 25 %: se mezclé 75 partes de plasma con 25 partes de
paquete concentrado de eritrocitos.

e Hematocrito al 30 %: se mezclé 70 partes de plasma con 30 partes de
paquete concentrado de eritrocitos.

e Hematocrito al 35 %: se mezclé 65 partes de plasma con 35 partes de
paquete concentrado de eritrocitos.

e Hematocrito al 40 %: se mezcl6 60 partes de plasma con 40 partes de
paquete concentrado de eritrocitos.

e Hematocrito al 45 %: se mezcl6 55 partes de plasma con 45 partes de
paquete concentrado de eritrocitos.

e Hematocrito al 50 %: se mezcl6 50 partes de plasma con 50 partes de

paquete concentrado de eritrocitos.

Propranolol 100 ng/mL y 4-hidroxipropranolol 10 ng/mL en sangre con hematocrito
definido

Se prepard el punto cuatro de la curva de calibracion (100 ng/mL de propranolol y
10 ng/mL de 4-hidroxipropranolol), segun el apartado 7.3.1, en muestras de sangre
con diferentes porcentajes de hematocrito segun se describidé con anterioridad; de
cada una de estas muestras se colocé una alicuota de 40 pL por cada circulo del
papel filtro, por triplicado, se dejaron secar a temperatura ambiente y se les aplico

el proceso de extraccion, segun se detalla en el Diagrama 1.

37



La prueba del efecto de hematocrito debe resultar con un valor promedio del
porcentaje de desviacion de < 15 %, excepto para el limite inferior de cuantificacion
(CV =20 %).

7.3.10 Selectividad

Para esta prueba se incluyeron farmacos que son administrados
concomitantemente con propranolol como metamizol, ibuprofeno, acetaminofén y
amoxicilina/acido clavulanico, que pueden interferir en la cuantificacion tanto de

propranolol como de 4-hidroxipropranolol, y se prepararon de la siguiente manera:

e Soluciéon A de metamizol 1 mg/mL (patron)
Se pesaron 10 mg y se llevé a un matraz de 10 mL, se disolvié y afor6 con
metanol.

e Solucion B de metamizol 10 000 ng/mL
De la solucién patrén se tomo6 una alicuota de 0.1 mL y se aforé con metanol
a 10 mL.

e Solucion C de metamizol 10 ng/mL
De la solucién B se tom6 una alicuota de 0.01 mL y se aforé con metanol a
10 mL.

e Solucion de 10 ng/mL acetaminofén y 10 ng/mL de amoxicilina/acido
clavulanico
Para obtener las soluciones de acetaminofén y amoxicilina de 10 ng/mL se
prepararon de manera similar a las soluciones de metamizol.

e Solucion A de ibuprofeno 1 mg/mL (patron)
Se pesaron 10 mg de ibuprofeno y se llevo a un matraz de 10 mL, se disolvio

y aforé con metanol.
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Solucién B de ibuprofeno 10,000 ng/mL
Se tomo una alicuota de 0.1 mL de la solucién A de ibuprofeno y se llevo a
un volumen final de 10 mL con metanol.
Solucion B de ibuprofeno 10000 ng/mL
Se tomo una alicuota de 0.01 mL de la solucion B de ibuprofeno y se llevo a

un volumen final de 10 mL con metanol.

Preparacion de los compuestos en sangre al 35 % de hematocrito

De las soluciones finales preparadas de cada uno de los compuestos, se
tomaron alicuotas de 25 microlitros y se colocaron en tubos de 1.5 mL, de
manera independiente, después se procedié a adicionar las cantidades
correspondientes de propranolol, 4-hidroxipropranolol y sangre al 35 % de
hematocrito del punto 4 de la curva de calibracion tal como se detalla en la
Tabla 11, finalmente las muestras se mezclaron y se procedi6 a su extraccion

segun el Diagrama 1, para su analisis posterior.
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8. RESULTADOS

8.1 Desarrollo del método de andlisis para cuantificar propranolol y 4-

hidroxipropranolol mediante cromatografia liquida acoplada a masas

La lista resume las condiciones cromatogréficas y del espectrometro de masas
optimizadas para la cuantificacion de los analitos:

e Columna: UPLC® BEH Phenyl 2.1 x 50 mm, 1.7 pm

e Flujo: 0.15 mL/min

e Tiempo de corrida: 3.5 minutos

e Fase movil: Acetonitrilo: formiato de amonio 5 mM (50:50)

e Temperatura de la columna: 42 °C, y del automuestrador 15 °C

El equipo de masas se usé en modo de ionizacion positiva por electrospray ESI
(+) y se utilizo el software MassLynx NT 4.0 para el analisis de los resultados.
Como disolvente de extraccion se utiliz6 acetato de etilo:1,2-dicloroetano
(90:10), acido ascérbico como antioxidante e ifosfamida como estandar interno,
los resultados de las pruebas se detallan en el Anexo Il. La siguiente imagen

muestra los cromatogramas obtenidos para los compuestos de analisis.
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Figura 3. Cromatogramas de 4-hidroxipropranolol, propranolol e ifosfamida de
muestras DBS.
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8.2 Validaciéon del método

8.2.1 Linealidad

La curva de calibracién esta conformada por 6 puntos. Se muestran los promedios

de la sefal analitica que corresponden al duplicado de las curvas realizadas en tres

dias diferentes para propranolol y 4-hidroxipropranolol respectivamente (Tabla 13y

14).

Tabla 13. Linealidad del método por HPLC/masas para cuantificar propranolol en DBS al 35 %

de hematocrito.

iy Propranolol (ng/mL)
ia
10 25 50 100 200 400
1 11.1895 22.674 46.2325 105.034 199.768 400.102
2 8.924 26.5675 53.9065 100.191 190.533 404.878
3 9.719 26.867 47.0995 101.758 197.9855 401.571
Media *
sD 9.94+1.15|25.37+234|49.08+4.2|102.32+2.47 | 196.1+4.9 |402.18 £2.45
% CV 11.56 9.22 8.56 2.42 25 0.61
%
o 0.56 -1.48 1.84 -2.33 1.95 -0.55
Desviacion
PROPRANOLOL
987 1.71
} 168.36
%-] 1.68e2
2 T e min <2 b N
100 - 200 .. 300 1.00 200 - 3.00
Figura 4. Cromatograma representativo de propranolol (10 ng/mL) e

ifosfamida EI (50 ng/mL).
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Compound name: PROPANOLOL

Correlation coefficient: r = 0.997778, r*2 = 0.995560

Calibration curve: 15.0635 * x + -24.875

Response type: Internal Std ( Ref 2 ), Area * (IS Conc. /IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

8000 ] : _ e

4000 - o

Response
|

T S e T e e CONe
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Figura 5. Representacion de una curva de calibracion de
propranolol (10-400 ng/mL).

Tabla 14. Linealidad del método por HPLC/masas para cuantificar 4-hidroxipropranolol en
DBS al 35 % de hematocrito.

i 4-hidroxipropranolol (ng/mL)
ba 1.25 2.5 5 10 20 40
1 1.238 2.549 5.085 9.386 20.894 39.599
2 1.277 2.461 5.043 8.530 19.539 40.537
3 1.407 2.580 4.593 9.237 19.095 41.840
Media = SD 1.34+£0.09 |252+0.08| 482+0.32 | 8.88+0.5 |19.32+£0.31|41.19+0.92
% CV 6.85 3.34 6.61 5.62 1.62 2.24
%
desviacion -7.32 -0.82 3.65 11.17 3.42 -2.97
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4-HIDROXIPROPRANOLOL IFOSFAMIDA

1.34 i 119
86.03 | 11283
8.60e1 . . 1.13e2
: R 289 3.08 : 192
Do IRNRR N c R A LT B
e Min -2 e Min
1:.00 200  3.00 1.00 - 2.00. * 3.00

Figura 6. Cromatograma representativo de 4-hidroxipropranolol
(30 ng/mL) e ifosfamida (50 ng/mL).

Compound name: 40H_PROPANOLOL

Correlation coefficient: r = 0.999540, r*2 = 0.999080

Calibration curve: 3.62357 * x + 2.47746

Response type: Internal Std ( Ref 2 ), Area * (IS Conc. /IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

5P
2 100—; //,//
% =] 4 S~
) b =
[} 3 =
o 50+ Eacd
- v"_’./"

5 o

-t —1 1 Conc

0.0 10.0 200 30.0 ' 40.0

Figura 7. Representacion de una curva de calibracion de 4-

hidroxipropranolol (1.25-40 ng/mL).
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8.2.2 Parametros de validacion

8.2.2.1 Propranolol

La siguiente tabla muestra los resultados de los parametros de la validacion para

linealidad, precision (repetibilidad intra-dia, limite de cuantificacion, reproducibilidad

inter-dia, exactitud) y estabilidad de la muestra de propranolol:

Tabla 15. Pardmetros de validacién del método analitico por UPLC-MS/MS para cuantificar
propranolol en muestras de sangre seca al 35 % de hematocrito.

Rango (ng/mL)

Coeficiente de

Coeficiente de

Linealidad correlacion determinacién
10- 400
r=0.9988 r’=0.9976
Variabilidad intra-dia, limite
L Dia 1 Dia 2 Dia 3
de cuantificacion
] 10.1 + 0.64 9.42 £ 0.67 10.07 £ 1.00
media = SD (n=5)
6.29 7.10 9.94

Cv

QC1 (ng/mL)

QC2 (ng/mL)

QC3 (ng/mL)

Variabilidad Inter-dia,

exactitud y precisién

_ 30.31+2.89 82.43 £ 6.40 298.37 + 31.79
media £ SD (n=12)
9.53 7.77 10.65
Ccv
Dia 1 Dia 1 Dia 1
32.72+0.96 76.74 £ 8.10 303.03 £ 31.14
S _ 2.93 10.55 10.28
Variabilidad intra-dia,
_ o Dia 2 Dia 2 Dia 2
exactitud y precisién
31.36 + 2.01 78.97 + 4.64 296.28 + 28.52
media £ SD (n=5)
6.41 5.88 9.63
CVv
Dia 3 Dia 3 Dia 3
29.17 + 2.55 85.45 + 8.54 286.51 + 24.82
8.75 9.99 8.66
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Continuaciéon Tabla 15.

QC1 (ng/mL)

QC2 (ng/mL)

QC3 (ng/mL)

Estabilidad a temperatura ambiente (25

°C) / 3 dias 29.13+2.41 R 286.87 + 29.10
media + SD (n=3) 8.27 10.15
Ccv
Estabilidad a corto plazo (4 h)
, 29.92+1.21 302.97 £+ 6.34
media + SD (n=3) N/R
4.05 2.09
Ccv
Estabilidad en el automuestreador (6 h)
_ 31.12 +3.36 303.2+31.9
media = SD (n=3) N/R
10.79 10.5
Cv
Estabilidad
ciclo de congelacién-descongelacion (3
ciclos) 27.19+0.61 R 319.09 +4.94
media = SD (n=3) 2.25 1.55
Ccv
Estabilidad de la muestra procesada
(24 h)
_ 29.65 + 1.35 321.78 +3.34
media = SD (n=3) N/R
4.55 1.04
Ccv
Estabilidad a largo a plazo (27 dias a -
80 °C)
_ 32.23+0.71 315.21 + 16.06
media = SD (n=3) N/R
2.19 5.09
CVv

SD: Desviacién estdndar, CV: Coeficiente de Variacion, N/R: no requerido de acuerdo con la NOM-
177-SSA1-2013, QC: puntos de Control de Calidad, cantidad tedrica para QC1, QC2 y QC3 son 30,

80 y 300 ng/mL respectivamente.
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8.2.2.2  4-hidroxipropranolol

La siguiente tabla muestra los resultados de los parametros de la validacion para

linealidad, precision (repetibilidad intra-dia, limite de cuantificacion, reproducibilidad

inter-dia, exactitud) y estabilidad de la muestra para 4-hidroxipropranolol:

Tabla 16. Parametros de validacion del método analitico por UPLC-MS/MS para cuantificar 4-

hidroxipropranolol en muestras de sangre seca al 35 % de hematocrito.

Rango (ng/mL)

Coeficiente de

Coeficiente de

Linealidad correlacion determinacién
1.25- 40
r=0.9984 r2=0.9968
Variabilidad intra-dia, limite ) ) )
. ) Dia 1 Dia 2 Dia 3
de cuantificacion
_ 1.20 + 0.07 1.24 +0.07 1.25 +0.02
media £ SD (n=5)
5.88 5.76 1.95

Cv

QC1 (ng/mL)

QC2 (ng/mL)

QC3 (ng/mL)

Variabilidad inter-dia,

exactitud y precision

_ 3.77 £ 0.56 7.77 £1.03 25.58 £ 2.95
media = SD (n=12)
14.82 13.26 11.55
CcVv
Dia 1 Dia 1l Dial
3.96 £+ 0.15 7.61+0.64 27.54+ 1.23
3.73 8.35 4.47
Variabilidad intra-dia,
_ o Dia 2 Dia 2 Dia 2
exactitud y precision
_ 3.56 £ 0.27 7.08 £0.79 24.06 + 2.93
media = SD (n=5)
7.65 11.13 12.19
CcVv
Dia 3 Dia 3 Dia 3
3.86 £ 0.06 8.61+1.20 24.49 £ 2.73
1.51 13.89 11.16
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Continuacion Tabla 16.

QC1 (ng/mL)

QC2 (ng/mL)

QC3 (ng/mL)

Estabilidad a temperatura ambiente

(25 °C) / 3 dias 3.70+£0.03 R 24.03 £ 0.54
media = SD (n=3) 0.88 2.27
Ccv
Estabilidad a corto plazo (4 h)
_ 3.61+041 26.2+1.85
media = SD (n=3) N/R
11.27 7.06
Ccv
Estabilidad en el automuestreador
(6h) 3.62 +0.30 21.7+0.2
. N/R
media £ SD (n=3) 8.21 11
Cv
Estabilidad
ciclo de congelacion-
descongelacién (3 ciclos) 3.60+£0.31 R 21.19+£1.89
media = SD (n=3) 8.56 8.94
Ccv
Estabilidad de la muestra procesada
(24 h)
_ 3.47 £0.25 23.23+1.90
media = SD (n=3) N/R
7.17 8.20
Ccv
Estabilidad a largo a plazo (27 dias a
-80 °C)
4.11+0.14 25.23+2.72
media £ SD (n=3) N/R
3.33 10.80
CVv

SD: Desviacién estandar, CV: Coeficiente de Variacion, N/R: no requerido de acuerdo con la NOM-
177-SSA1-2013, QC: puntos de Control de Calidad, cantidad tedrica para QC1, QC2 y QC3 son

3.75, 7.5y 25 ng/mL respectivamente.
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8.2.3 Efecto de acarreo

8.2.3.1 Propranolol

Cromatogramas del efecto de acarreo para propranolol e ifosfamida:

A
S8 g 0.80 1
%87 182,10 209 41 2.06, g4 322
%]
-2 7T AEREELEE —— min T min
1.00 2.0c  3.00 1.00 2.00 3.00
B
B _PROPANOLOE ¥
3 £ 1.71
] B 6417.91
U SR .L ;.;‘_\.:»wq_, Ll iy ¢ > :‘:“‘ - i i
-2 : AR e min a ™ B min
1.00 2,00 3.00 2.00  3.00
¢ 017
98-, . 058 1.93 i 1'?92,132 74 3-30
1 i ;1“";1.24_. ! ?~I_J?_3.25' " 0.55 ,I‘ Wy
Yo BN ‘7
-2~ e MmN 2 min
1.00 200 3.00 1.00 2.00 3.00
D PBA
- 198 498 o 071 1.20 2 38 3.25
049 A/ o YL e
' (e b‘/‘,. ¥} b = AJ .
% - i %o
2L RERED min - —2j ——————————— min
1.00  -“2.00 - 3.00° ° 1.00 2,00 3.00

Figura 8. Cromatogramas del efecto de acarreo para propranolol e
ifosfamida.

El panel A es un cromatograma de una muestra blanco previamente inyectada. El
panel B representa el limite superior a una concentracion de 400 ng/mL. Los paneles

C y D representan muestras blanco inyectadas después del limite superior de la
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curva. Ninguna de las muestras blanco tiene efecto de arrastre para propranolol o

ifosfamida.

8.2.3.2  4-hidroxipropranolol

Cromatogramas del efecto de acarreo para 4-hidroxipropranolol e ifosfamida:

A -
1.30
98? 041 A 246 265
g
ji
-2- : —rr min
1.00 2.00 3.00
B .
X _40H_PROPANOLOL
98 f 1.34
192.25
1.92e2
. 2.50 288_
- A min
1.00 2.00 3.00
c o
e Rk
1 ' ! 165 2.793 33
2] e min
1.00 2.00 3.00
D
28 0.78 144
1 .1.65 2.793 33
2 e Min
1.00 2.00 3.00

PBA
0.80
R M e s
%
27 min
1.00 200 3.00
PBA
_IFOSFAMIDA
98 £ 1.19
i 113.62
g 1.14e2
e R
’2 V] :lil:l-~|-|v'xvuv§v mln
100 200 3.00
2.13 3.30
058 | A 2an
e Min
100 200 .:3.00
2.13 3.30
055 I\ A 2M;
e Min
100 200 3.00

Figura 9. Cromatogramas del efecto de acarreo para 4-hidroxipropranolol e

ifosfamida.
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El panel A es un cromatograma de una muestra blanco previamente inyectada. El
panel B representa el limite superior a una concentracion de 40 ng/mL. Los paneles
C y D representan muestras blanco inyectadas después del limite superior de la
curva. Ninguna de las muestras blanco tiene efecto de arrastre para 4-

hidroxipropranolol o ifosfamida.

8.2.4 Limite de cuantificacion

Este parametro se determiné con el punto de concentracion mas bajo de la curva
de calibraciéon para propranolol y 4-hidroxipropranolol (10 ng/mL y 1.25 ng/mL), en
cinco unidades para cada una, en las siguientes tablas se observan el promedio y
demas resultados:

Tabla 17. Limite de cuantificacion para propranolol
Dia 1 2 3
Media = SD 10.1 £ 0.64 9.42 + 0.67 10.07x1.0
% desviacion -1.03 5.85 -0.69
% recuperacion 101.03 94.15 100.69

Tabla 18. Limite de cuantificacion para 4-hidroxipropranolol
Dia 1 2 3
Media = SD 1.2+£0.07 1.24 £ 0.07 1.25+0.02
% desviacion 4.14 0.51 0.34
% recuperacion 95.86 99.49 99.66
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8.2.5 Efecto de la matriz

En la siguiente tabla se muestra el coeficiente de variacion para el factor

normalizado de matriz (FMN), para el caso de propranolol y 4-hidroxipropranolol:

Tabla 19. Efecto de matriz, Factor Normalizado de Matriz

Analito Propranolol 4-hidroxipropranolol
Punto control QC1 QC3 QC1 QC3

MediaSD | 101+01 | 0.98%0.07 | 0.960.01 094+ 005
% CV 9.98 7.21 1.04 5.68

Con base a los resultados no se obtiene efecto de matriz.

8.2.6 Efecto de hematocrito

8.2.6.1

Propranolol

La siguiente respuesta es el promedio de 4-hidroxipropranolol que corresponde a la

concentracion de 100 ng/mL, determinada en una curva de calibracion que se

preparé con sangre al 35 % de hematocrito:

Tabla 20. Efecto de hematocrito en la cuantificacion de propranolol

% de
) 25 30 35 40 45 50

hematocrito
Media = SD

(n=3) % 8472+466|90.11+1.45|98.70+2.33 | 101.93+2.47 | 98.54 + 468 | 136.94 + 5.87

n= ()

o 15.28 9.89 1.30 -1.93 1.46 -36.94

desviacioén

SD: Desviacién estandar, % de desviacion a partir de concentraciones de 100 ng/mL.
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8.2.6.2  4-hidroxipropranolol

La siguiente respuesta es el promedio de 4-hidroxipropranolol que corresponde a la
concentracion de 10 ng/mL, determinada en una curva de calibracion que se

prepar6 con sangre al 35 % de hematocrito:

Tabla 21. Efecto de hematocrito en la cuantificacién de 4-hidroxipropranolol

% de
_ 25 30 35 40 45 50
hematocrito
media = SD
(n=3) 10.95+0.51|10.55+0.07|{11.05+0.88| 9.82+0.37 | 9.42+2.07 | 9.27+0.09
n=
o -9.54 -5.54 -10.49 1.83 5.81 7.31
% desviacion

SD: Desviacion estandar, % de desviacion a partir de concentraciones de 10 ng/mL.

Se observa que para propranolol las muestras de pacientes que tengan un
hematocrito del 25 % se subestima la concentracion alrededor del 15 %, mientras
gue muestras de pacientes con hematocrito al 50 % se sobre estiman en un 37 %,
sin embargo, los analitos en muestras con hematocrito con intervalo de 30 al 45%
se pueden determinar adecuadamente con calibradores preparados con

hematocrito al 35 %.

Para el caso del 4-hidroxipropranolol las concentraciones no se ven afectadas por
el hematocrito de la muestra, ya que los porcentajes de desviacion son menores al
10 %. Cabe sefalar que los nifios, dependiendo de la edad, presentan en promedio
un hematocrito entre el 35 % y 45 %, de manera que, preparar calibradores en

hematocrito al 35 % resulté ser los mas adecuado.
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8.2.7 Estabilidad de la solucion

Se muestran los resultados de la estabilidad de propranolol en 138 dias y 4-

hidroxipropranolol en 40 dias, ambos almacenados a temperatura de -80 °C:

Tabla 22. Estabilidad de la solucidn de propranolol y 4-hidroxipropranolol (-80 °C)

Propranolol 100 ng/mL

4-hidroxipropranolol 10 ng/mL

Media + SD
(n=3)

% desviacion

Referencia |Prueba (138 dias)| Referencia | Prueba (40 dias)
111.93 + 8.30 105.£7.0 8.43 + 0.85 5.54+0.29
-11.93 574 15.74 44.64

8.2.8 Selectividad

8.2.8.1 Selectividad para propranolol

La siguiente tabla desglosa informacion de algunos de los farmacos que

frecuentemente son administrados concomitantemente durante la terapia con

propranolol de pacientes con hemangioma infantil, en la prueba de selectividad para

propranolol:
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Tabla 23. Selectividad para propranolol:

farmacos administrados concomitantemente con

propranolol
) Concentracion lon Radio de _ Energia
Farmaco ) . Media SD o
o del farmaco |molecular |fragmentacion de Colision | ‘Dwell™
administrado _ % CV
(ng/mL) m/z del ion m/z cono
_ 22.05+0.28
Metamizol 1000 218 56 30 25 0.2
1.26
91.82 + 6.43
Ibuprofeno 10 205.1 160.8 20 30 25 0.2
90.68 + 1.06
Acetaminofén 1000 326.1 150.1 117 30 25 0.2
Amoxicilina/acido 98.08 + 2.25
. 10 364 223 30 25 0.2
clavulanico 2.29

* Puntos capturados por segundo para definir el espectrograma mediante la interfase.
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La siguiente figura muestra los cromatogramas para amoxicilina/acido clavulanico,

acetaminofén, ibuprofeno y metamizol en la selectividad para propranolol:

MR of 3 Channels ES+

100 Ifosfamida 119 250,99 219;1 3:
c-% j\ 3.81ed
=
I:'|I|||||||||

1.00 1.50 2.00 2.50
MR of @ Channels ES+

1004011 0.36 088975004 10979152 160 211.218 240, 55 94> 220
EE\M/\/\’AM\/\MWW o
-*+----------rtr-r---r—-r-e—-reeeeee e

n&n 1.00 1.50 2.00 2.30
Acetaminofén MRM of @ Channels ES+
0.07 - 214 326.1 = 1501
105%/ 033051085076 JOLBL2, 50 oy p 23550 276 125
DIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0 &n 1.00 1.50 2.00 2.50
Ibuprofeno MREM of @ Channels ES+
:
-*-r------—1rr—rT—rr
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50
Metamizol MRM of @ Channels ES+
1004004 044 065 080 120 L3 171 214 229 28457, 21556
e T e e e P e 4 Q083
B =
r-*+----------rrr-r---r-ree-reeeeeee e
0.50 1.00 1.50 2.00 250
MREM of 3 Channels ES+
Propranolol 1.90 26008 = 11593
) 661ed
£
DIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIITime
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50

Figura 10. Cromatograma del monitoreo de reaccion multiple de canal

individual para propranolol en la prueba de selectividad.
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8.2.8.2

La siguiente tabla desglosa los farmacos que frecuentemente son administrados

concomitantemente durante

4-hidroxipropranolol

la terapia con propranolol

en pacientes con

hemangioma infantil, en la prueba de selectividad para 4-hidroxipropranolol:

Tabla 24. Selectividad para 4-hidroxipropranolol:

farmacos administrados concomitantemente con

propranolol
] Concentracion lon Radio de _ Energia
Farmaco i . Media SD L
o del farmaco |molecular |fragmentacion de Colision | ‘Dwell™
administrado _ % CV
(ng/mL) m/z del ion m/z cono
] 6.03+£0.74
Metamizol 10 218 56 30 25 0.2
12.31
10.80 +1.28
Ibuprofeno 10 205.1 160.8 30 25 0.2
11.83
_ 11.21 + 0.57
Acetaminofén 1000 326.1 150.1 30 25 0.2
5.08
Amoxicilina/acido 9.54 + 0.46
_ 10 364 223 30 25 0.2
clavulanico 4.64

* Puntos capturados por segundo para definir el espectrograma mediante la interfase.




La siguiente figura muestra los cromatogramas para amoxicilina/acido clavulanico,

acetaminofén, ibuprofeno y metamizol en la selectividad para 4-hidroxipropranolol:

MR of 3 Channels ES+
7

4-hidroxipropranolol 1.40 27606 = 57 .67
100 4.79e4
= LIST HEE
DIIIIIIIII|IIII|IIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
1.00 1.80 2.00 2.580
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DIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
nan 1.00 1.80 2.00 2.580
Ibuprofeno MRM of @ Channels ES+
5
r-*------rrrrT—rrrrr
0.50 1.00 1.80 2.00 2.580
Metamizol MEM of @ Channels ES+

1005008 P08 om0 1R S AT 214529 28272 Tgec
[ .
0

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50
propranolol MRM of 3 Channels ES+
1.90 260.08 > 11593
m':ﬂ_:i /\ 5.61ed
=
AN B S s e s s L s s e (]S
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Figura 11. Cromatograma del monitoreo de reaccion multiple de canal individual
para 4-hidroxipropranolol en la prueba de selectividad.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

La columna fenilo (UPLC® BEH con particulas hibridas de silice) es ideal para la
separacion de los compuestos por los grupos aromaticos que presentan el
propranolol y el 4-hidroxipropranolol, ademas disminuye el efecto de coleo en los
picos, observado en la Figura 2 del Anexo I, a diferencia de la columna de silica
(HSST3), razoén por la cual se optd por elegir la columna de fenilo.

A pesar de que el tramadol se habia usado como estandar interno en otro método
analitico, por presentar grupos funcionales similares al propranolol B3], se tuvo que
usar otro estandar interno, puesto que el ion mas abundante que presenta el
tramadol en el espectro de masas con una m/z (relacibn masa carga) de
276.06/57.67, siendo este valor muy cercano a la m/z del metabolito 4-
hidroxipropranolol con una m/z de 254.11/57.68 (ver Figura 3), por lo que, el
tramadol potencialmente podria interferir con la cuantificacién del metabolito de
propranolol, asi que, como alternativa al estandar interno se utilizé ifosfamida, la

cual presenta una transicion de 260.99>91.63.

El estandar interno ideal para espectrometria de masas debe ser el mismo analito
de interés, pero deuterado; sin embargo, por cuestiones econémicas y de logistica,
no se utilizé tal estandar, por lo que se probaron algunos compuestos que fueran
solubles en el acetato de etilo. En este caso se eligio ifosfamida, a pesar de que no
es estructuralmente similar a propranolol y su metabolito, posee grupos funcionales
gue le permiten extraerse bajo las mismas condiciones que estos compuestos de

interés.

Sélo unas cuantas técnicas analiticas se han desarrollado para la determinacién de
concentraciones de propranolol y 4-hidroxipropranolol en plasma empleando
extraccion liquido-liquido 28l o la extraccion en fase solida 22, donde los analitos de
interés se han detectado mediante fluorescencia o espectrometria de masas. La
técnica desarrollada en este trabajo ha sido la Unica utilizando como matriz sangre

seca donde se cuantifican ambos compuestos en la misma muestra.
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Aunque se han publicado otros métodos que reportan concentraciones mas bajas
de propranolol, se requiere obtener plasma para determinar los niveles de los
analitos, lo que implica la obtencién de sangre en una cantidad suficiente, minimo
1000 pL de sangre, para obtener una cantidad adecuada de plasma 22, Los analisis
con la técnica presente pueden realizarse con muestras de sangre total de no mas
de 120 pL de sangre, lo que representa una gran ventaja durante la obtencion de
las muestras provenientes de los infantes, puesto que la técnica es menos invasiva

y dolorosa que la puncién venosa.

Debido a la cantidad de muestra a analizar (7 circulos de papel filtro con diametro
de 3 mm, consultar Diagrama 1) durante la extraccion liquido-liquido, se requiere un
volumen de disolvente mas bajo por muestra y se evapora rapidamente, esto implica
un menor costo y tiempo para el procesamiento de las muestras B4 y su andlisis,
comparado con otras técnicas 48 (1200 pL vs 4000 pL como volumen de disolvente
de extraccion a evaporar, segln Jensen et al. BZ). También se elimina los altos
costos de envio y la necesidad de emplear grandes cantidades de hielo seco o
ultracongelacion por largos periodos, como se requiere para las muestras

convencionales 48],

La diversidad de disolventes que se emplearon para realizar las extracciones de los
analitos en este trabajo, son los que mas se utilizan comunmente. Aunque Hemmati
et al. & reportaron una excelente respuesta (CV > 10 %) de los mismos disolventes
utilizados en esta validacion, la mezcla de acetato de etilo y 1,2-dicloroetano mejora
la reproducibilidad de las sefales (CV < 10 %, ver Anexo II).

No se ha reportado selectividad de propranolol y 4-hidroxipropranolol para

amoxicilina, acetaminofén y metamizol en otras validaciones en DBS [27. 49],
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10. CONCLUSIONES

El método desarrollado y validado es Optimo para cuantificar propranolol y 4-
hidroxipropranolol en muestras de gotas de sangre seca, la técnica de extraccion

es rapida, sensible y econdmica.

Este método en un futuro permitira llevar a cabo estudios farmacocinéticos,

farmacodinamicos y de seguimiento terapéutico.
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12. ANEXOS

Anexo |. Desarrollo del método de analisis para cuantificar propranolol y 4-

hidroxipropranolol mediante cromatografia liquida acoplada a masas

1. Determinacion de las condiciones cromatograficas

1.1 Fase movil

Las soluciones ionizantes de prueba se prepararon de la siguiente manera:

e Formiato de amonio 0.005 M: se pes6 0.7708 g de formiato de amonio

y se disolvié en agua desionizada hasta un volumen final de 500 mL,
sin ajuste de pH (pH 5.5 aproximadamente).

e Acetato de amonio 0.02 M: se peso 0.1576 g de acetato de amonio y

se disolvioé en agua desionizada hasta un volumen final de 500 mL sin
ajuste de pH (pH 5.3 aproximadamente).

e Acido formico 0.5 %: se tomé 1 mL de acido formico, se disolvio en

agua desionizada y se afor6 a 200 mL.

e Acido férmico 0.15 %: se tomd 0.3 mL de acido férmico, se disolvio en

agua desionizada y se afor6 a 200 mL.

1.2 Seleccion de estandar interno

Se utilizé6 como referencia tramadol, compuesto que posee una estructura similar a
la molécula de propranolol, para cuantificar propranolol en masas 23, el cual se

preparo de la siguiente manera:
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e Solucion A de tramadol
Solucién estandar madre de tramadol: se pes6 10 mg de tramadol y diluy6 a

volumen final de 10 mL con metanol al 70 % (concentracién 1 mg/mL).
e Solucion B de tramadol
Solucién de 100 000 ng/mL: se tom6 una alicuota de 1 mL de la solucién

estandar madre de tramadol y se llevo a un volumen final de 10 mL con
metanol al 70 %.
e Solucion C de tramadol

Solucién de 10 000 ng/mL: se tomd una alicuota de 1 mL de la solucion B de

tramadol y se llevé a un volumen final de 10 mL con metanol al 70 %.
e Solucion D de tramadol

Solucién de 100 ng/mL: se tom6 una alicuota de 0.1 mL de la solucién C de

tramadol y se llevé a un volumen final de 10 mL con metanol al 70 %.

Se probd la concentracion de tramadol de 100 ng/mL por separado para comparar
las lecturas obtenidas con las de propranolol a 100 ng/mL, estas se ajustaron a 6

ng/mL y por ultimo a 30 ng/mL.

2. Desarrollo del método

2.1 Desarrollo del método de extraccion para propranolol en sangre seca

2.1.1 Determinacion y preparacion de la curva de calibracion y puntos control

de propranolol en metanol 70 %

e Solucion de metanol 70 % (diluyente): se mezclaron 70 partes de metanol

con 30 partes de agua desionizada.

Se determind el intervalo de la curva de calibracion para preparar muestras como
puntos control y la curva de calibracion en tarjetas DBS de acuerdo con lo

reportado en la bibliografia [2€I;
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e Intervalo de la curva: 10-400 ng/mL de propranolol

e Puntos control: 30, 80, 300 ng/mL de propranolol

La transicion de propranolol que se utilizé6 para la deteccién en masas fue de
260.1>116.1 [29.34],

Las soluciones de propranolol se prepararon de la siguiente manera:

e Solucion A
Solucion estandar madre de propranolol: se pes6 10 mg de clorhidrato de

propranolol y diluyé con metanol al 70 % a un volumen final de 10 mL,
concentracion de 1 mg/mL (1000 000 ng/mL).
e Solucion B

Solucién de propranolol 100 000 ng/mL: se tomd una alicuota de 1 mL de la

solucion A, se diluyé con metanol al 70 % y aforé a 10 mL.
e Solucion C

Solucién de propranolol 10 000 ng/mL: se tom6 una alicuota de 1 mL de la

solucion B, se diluyé con metanol al 70 % y aforé a 10 mL.

Las siguientes soluciones de propranolol se prepararon 20 veces mas concentradas
(aforadas a 10 mL con metanol 70 %) para diluirlas 1:20 en sangre, las Tablas 1y

2 muestran coémo se realizaron:

Tabla 1. Soluciones para la curva de calibracion de propranolol
Curva de calibracién de X 20 Alicuota Solucion de
Volumen
propranolol veces (uL) propranolol _
final (mL)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
10 200 200 Solucién C 10
25 500 500 Solucién C 10
50 1000 1000 Solucion C 10
100 2000 200 Solucion B 10
200 4000 400 Solucién B 10
400 8000 800 Solucion B 10
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Tabla 2. Soluciones para los puntos control de propranolol

Puntos control de X 20 Alicuota Solucion de
Volumen
propranolol veces (uL) propranolol _
final (mL)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
30 600 600 Solucién C 10
80 1600 160 Solucién B 10
300 6000 600 Solucién B 10

2.1.2 Preparacion de la curva de calibracion y puntos control de propranolol

en sangre al 35 % de hematocrito

Se consideré un promedio de hematocrito al 35 % para preparar las muestras

sanguineas con propranolol en papel filtro B9, que se preparé de la siguiente

manera:

e Preparaciéon del hematocrito al 35 %:

Colocar 3.5 mL de concentrado eritrocitario y 6.5 mL de plasma (del mismo

grupo sanguineo) en un tubo cénico de plastico de 15 mL, mezclar.

e Preparacion de la curva de calibracidn y puntos control en sangre al 35 % de

hematocrito:

Las soluciones de propranolol 20 veces concentradas se diluyeron 1:20 para

obtener concentraciones del compuesto en un intervalo de 10-400 ng/mL en

matriz sanguinea, y de la misma manera con los puntos control, como se

muestra a continuacion en la Tabla 3 y 4 de este anexo:
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Tabla 3. Curva de calibracién de propranolol en sangre al 35 % de hematocrito

Soluciones de
propranolol 20 veces

Alicuota de la
solucién de

propranolol 20X

Hematocrito al

Propranolol en
hematocrito al

concentrada (20X) 35 % (uL) 35%
(ng/mL) (L) (ng/mL)

200 50 950 10
500 50 950 25
1000 50 950 50
2000 50 950 100
4000 50 950 200
8000 50 950 400

Tabla 4. Puntos control de propranolol en sangre al 35 % de hematocrito

Soluciones de

Alicuota de la

Propranolol en

propranolol 20 veces solucion de Hematocrito al | hematocrito al
concentrada (20X) propranolol 20X 35 % (uL) 35 %
(ng/mL) (ML) (ng/mL)
600 50 950 30
1600 50 950 80
6000 50 950 300

Las muestras de propranolol en sangre indicadas en las tablas anteriores se

prepararon a un volumen final de 1000 pL de sangre al 35 % de hematocrito.
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2.1.3 Preparacion de la curva de calibracién y puntos control de propranolol

en sangre seca

e Curva de calibracion en papel filtro:

Se cargaron los circulos del papel filtro con alicuotas de 40 pL para cada una de las

concentraciones indicadas en la Tabla 3 para cada circulo, cada concentracion se

realiz6 por triplicado, como se muestra en las siguientes imagenes:

Figura 1. Curva de calibracién de propranolol en sangre al 35 % de hematocrito en
sangre seca
e Puntos control en DBS

Se cargaron los circulos del papel filtro con una alicuota de 40 pL para cada uno de
los puntos preparados que se indica en la Tabla 4, se realiz6 cada concentracion

por quintuplicado, como se muestra en las siguientes imagenes:

Figura 2. Puntos control de propranolol en sangre al 35 % de hematocrito en

sangre seca

Las tarjetas se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas protegidas de la

luz.
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2.1.4 Procedimiento para extraccion de propranolol en sangre seca

Se utiliz6 una perforadora estandar de 3 mm de didmetro, se obtuvieron 6

perforaciones de 3 mm por cada circulo de la tarjeta cargada.

Se utilizaron 6 soluciones de extraccion que fueron seleccionadas al consultar una

diversidad de referencias (entre ellas Hemmati et al. emplearon diclorometanoy 1,2-

dicloroetano 21y Della et al. utilizaron metanol y acido férmico [2)):

Acetonitrilo con 0.1 % de acido férmico
Metanol con 0.1 % de acido formico
1,2-dicloroetano

Diclorometano

Acetato de etilo

Eter etilico

Estos disolventes se afadieron a las muestras de papel filtro cargadas con

propranolol de 100 ng/mL en sangre al 35 % de hematocrito, cada extraccion se

realizé por triplicado siguiendo el procedimiento que se detalla a continuacion:

a)

b)

c)

d)

f)
9)
h)

Con la perforadora se obtuvieron 6 perforaciones de cada circulo del papel
filtro.

Se colocaron los circulos perforados de cada circulo en tubos eppendorf
conicos de 1.5 mL, separados y rotulados debidamente.

A cada tubo se afiadio una alicuota de 10 pL de tramadol, como estandar
interno.

En seguida se le afadio una alicuota de 1200 pL de las soluciones de
extraccion.

Se taparon los tubos y agitaron en vértex por dos minutos, para cada
muestra.

Las muestras se colocaron en el sonicador a 25-30 °C por 5 minutos.

Se centrifugaron a 12 500 rpm por 5 minutos.

Después se decantaron con cuidado a un tubo de vidrio de 15 mL.
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i) Los disolventes de las muestras se evaporaron utilizando un bafio maria con
flujo de aire a una temperatura de 40°C por 20 minutos.

j) Después de evaporar los disolventes, las muestras se reconstituyeron con
100 pL de fase mévil (acetonitrilo: formiato de amonio 5 mM, 50:50).

k) Se agitaron en vortex durante 20 segundos.

[) Se tomaron alicuotas de 90 pL de las muestras reconstituidas y se colocaron
en viales coénicos.

m) Se inyectaron 10 pL para el analisis en cromatografia liquida acoplada a

masas.

2.1.5 Determinacion del limite de cuantificacion para propranolol en sangre

Seca

Después de las lecturas de las muestras analizadas previamente se procedio a
preparar una curva por triplicado con las siguientes concentraciones: de propranolol
0.2,0.5,1, 2,5, 10, 20, 40 y 80 ng/mL y del estandar interno de tramadol 30 ng/mL,
los analitos se extrajeron con 1200 pL de acetato de etilo: 1,2-dicloroetano (90:10),

todas bajo las mismas condiciones de extraccibn mencionadas previamente.

2.2 Desarrollo del método de extraccidn para 4-hidroxipropranolol y propranolol

en sangre seca

2.2.1 Determinacion y preparacion de la curva de calibracion y puntos control

de 4-hidroxipropranolol en metanol 70 %

e Solucion de metanol 70 % (diluyente): se mezclaron 70 partes de metanol

con 30 partes de agua desionizada.

75



Se determiné un intervalo para la curva de calibracion, con la finalidad de preparar

muestras puntos control y la curva en sangre seca de acuerdo con lo reportado en
la bibliografia 23 29 51I;

Intervalo de la primera curva de prueba: 0.125-4 ng/mL de 4-
hidroxipropranolol

Puntos control: 0.375, 0.750 y 2.5 ng/mL de 4-hidroxipropranolol

Se prepararon las siguientes soluciones de 4-hidroxipropranolol:

Solucién A
Soluciéon madre estandar de 4-hidroxipropranolol: se pesaron 10 mg de

clorhidrato de 4-hidroxipropranolol y se diluyé con metanol anhidro a un
volumen final de 10 mL, concentracion de 1 mg/mL (1000 000 ng/mL).
Solucién B

Solucién de 4-hidroxipropranolol 10 000 ng/mL: se tom6 una alicuota de 100

uL de la solucion A, se diluyé con metanol al 70 % y aforé a 10 mL.
Solucion C

Solucién de 4-hidroxipropranolol 1000 ng/mL: se tom6 una alicuota de 1 mL

de la solucién B, se diluy6é con metanol al 70 % y afor6 a 10 mL.
Solucién D (para pruebas de calibracion del equipo de masas)

Solucién de 4-hidroxipropranolol 100 ng/mL: se tomé una alicuota de 1 mL

de la solucién C, se diluyé con metanol al 70 % y se aforé a 10 mL. Con esta
solucién se realizaron las pruebas calibracion para el espectrometro masas

a una transicion de 276.1 > 173 29,

Se propusieron las siguientes soluciones de 4-hidroxipropranolol para prepararse

20 veces mas concentradas en metanol 70 %, con la finalidad de diluirlas 1:20 en

sangre:
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Tabla 5. Soluciones para la curva de calibracion de 4-hidroxipropranolol

Curva de calibracion de X 20 Alicuota Solucién de 4-
_ _ _ ] Volumen
4-hidroxipropranolol veces (uL) hidroxipropranolol )
final (mL)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

0.125 25 25 Solucién C 10

0.25 5 50 Solucién C 10

0.50 10 100 Solucién C 10

1 20 200 Solucién C 10

2 40 400 Solucién C 10

4 80 800 Solucién C 10

2.2.2 Pruebas de extraccion de 4-hidroxipropranolol en DBS

A partir de las soluciones de 4-hidroxipropranolol descritas anteriormente se prepar6
a una concentracioén de 80 ng/mL, de la cual se tomé una alicuota de 50 pL en 950

UL de sangre y a su vez se depositd 40 pL de ésta en circulos del papel filtro 903™,

De esta manera, se cargaron en total 9 circulos para aplicar tres tipos de extraccion

por triplicado cada una:

e Primera prueba de extraccion: se realiz6 con las mismas condiciones de

extraccion aplicada para propranolol, incluyendo el estandar interno (10 pL

tramadol 30 ng/mL).

e Segunda prueba de extraccién: se adicion6 10 pL de Tramadol 10 ng/mL, 10

puL de NH4OH (hidroxido de amonio 0.15 %) y 1200 pL de la solucion de
extraccién de propranolol (1,2-dicloroetano: acetato de etilo, 10:90) y se

aplicé el resto de las condiciones de extraccién, para cada punto de la curva

y puntos control se adicionaron 10 pL de tramadol 10 ng/mL.

e Tercera prueba de extraccion: condiciones idénticas de extraccion a la
aplicada para propranolol, pero sin estandar interno (tramadol).
e Cuarta prueba de extraccion: se utilizd 1200 pL de ac. férmico 0.1 % en

acetonitrilo:(acetato de etilo: 1,2-dicloroetano, 90:10), 30:70, “mezcla de
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extraccion”, sin adicion del estandar interno y se aplicaron el resto de las

condiciones de extraccion para propranolol.

Se prepard una segunda curva de calibracion con un intervalo de 10-50 ng/mL de
4-hidroxipropranolol (20 veces mas concentradas en metanol 70 % con la finalidad

de diluirlas 1:20 en sangre).

Cada punto de la curva de calibracion en metanol 70 % se diluyo 1:20 para obtener
1000 pL en sangre, se mezclaron 20 segundos y se depositaron alicuotas de 40 pL
en tubos de 1.5 mL (para 6 curvas en total); se aplicaron las siguientes extracciones

para cada curva:

e Quinta prueba de extraccién: se colocan 10 pL de NH4OH 10 % + 1200 pL
de la “mezcla de extraccion”.

e Sexta prueba de extraccién: se colocan 10 pL de &cido férmico 0.15 % + 1200
ML de la “mezcla de extraccion”.

e Séptima prueba de extraccion: se colocan 10 pL de acido ascorbico 1 mg/mL
+ 1200 uL de la “mezcla de extraccion”.

e Octava prueba de extraccion: se colocan 10 puL de NH4OH 10 % + 1200 pL
de diclorometano: éter (1:1).

¢ Novena extraccion: se colocan 10 uL de NH4OH 10 % + 10 pL de acido

ascorbico 1 mg/mL + 1200 pL de diclorometano: éter (1:1).
De acuerdo con los resultados de las extracciones se modificaron las soluciones de

extraccion a utilizar, afiadiendo el antioxidante (acido ascorbico) y el regulador de

pH (hidroxido de amonio).
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2.2.3 Pruebas de extraccion de propranolol y 4-hidroxipropranolol en sangre

Seca

2.2.3.1 Preparacion de las soluciones de propranolol para la curva de

calibracion y puntos control en metanol 70 %

e Solucion A de propranolol (solucién madre)
Solucion de propranolol 1 mg/mL: se pesé el equivalente a 10 mg de
propranolol (11.5 mg clorhidrato de propranolol), se disolvié y aforé con
metanol 70 % en agua desionizada.

e Solucion B
Solucion de propranolol 100 000 ng/mL: se tomo una alicuota de 1000 pL de
la solucién de propranolol 1 mg/mL y se llevé a 10 mL con metanol 70 % en

agua desionizada.

Las siguientes soluciones de propranolol se prepararon 40 veces mas concentradas
(volumen final de 5 mL con metanol 70 %) para diluirlas 1:20 en sangre, las Tablas

6 y 7 muestran cOmo se realizaron:

Tabla 6. Soluciones para la curva de calibracion de propranolol en metanol al 70%

Curva de calibracién de | Alicuota | Solucion de propranolol | Volumen final
propranolol 40X (ng/mL) (uL) (ng/mL) (mL)
400 20 Solucién B 5
1000 50 Solucién B 5
2000 100 Solucion B 5
4000 200 Solucién B 5
8000 400 Solucién B 5
16000 800 Solucién B 5
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Tabla 7. Soluciones para los puntos control de propranolol en metanol al 70 %

Puntos de control de Alicuota | Solucién de propranolol | Volumen final
propranolol 40X (ng/mL) (uL) (ng/mL) (mL)
1200 60 Solucion B 5
3200 160 Solucion B 5
12000 600 Solucion B 5

2.2.3.2 Preparacion de las soluciones de 4-hidroxipropranolol para la curva

de calibracion y puntos control en metanol 70 %

e Solucioén de &cido ascorbico 20 mg/mL

Se pesaron 200 mg de acido ascorbico, se disolvio y llevd a un volumen final de 10

mL con agua desionizada.
e Solucion A de 4-hidroxipropranolol (madre)

Solucién madre de clorhidrato de 4-hidroxipropranolol 1 mg/mL: se pesé el

equivalente a 10 mg (11.5 mg de clorhidrato de 4-hidroxipropranolol), se disolvié y

aforé con metanol anhidro a 10 mL.
e Solucion B de 4-hidroxipropranolol

Solucién de clorhidrato de 4-hidroxipropranolol 10 000 ng/mL: se afadi®é una

alicuota de 500 pL de acido ascorbico 20 mg/mL, como antioxidante, a un matraz
de 10 mL, y se tomdé una alicuota de 100 pL de la solucion patrén de 4-
hidroxipropranolol 1 mg/mL, que se colocé en el mismo matraz, se aforé con

metanol 70 %.

Las siguientes soluciones de 4-hidroxipropranolol se prepararon 40 veces mas
concentradas (volumen final de 5 mL en metanol 70 %) para diluirlas 1:20 en sangre,

las Tablas 8 y 9 muestran como se realizaron:
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Tabla 8. Soluciones paralacurvade calibraciéon de 4-hidroxipropranolol en metanol
al 70 %
Curvade i _ _ Alicuota (4cido
_ _ Alicuota | 4-hidroxipropranolol Volumen _
calibracion _ ascorbico)
(uL) (ng/mL) final (mL)
40X (ng/mL) (uL)
50 25 Solucion B 5 250
100 50 Solucion B 5 250
200 100 Solucion B 5 250
400 200 Solucion B 5 250
800 400 Solucion B 5 250
1600 800 Solucion B 5 250

Tabla 9. Soluciones para los puntos control de 4-hidroxipropranolol en metanol al

70 %
Puntos control ) . _ Volumen Alicuota (acido
Alicuota | 4-hidroxipropranolol _ o
40X final ascorbico)
(ML) (ng/mL)
(ng/mL) (mL) (HL)
150 75 Solucién B 5 250
300 150 Solucién B 5 250
1000 500 Solucién B 5 250
2.2.3.3 Pruebas de extraccion de diferentes compuestos para la seleccion

del estandar interno

Se probaron diferentes compuestos para elegir el estandar interno con las

condiciones de extraccion ya establecidas para propranolol y 4-hidroxipropranolol,

las cuales se prepararon de la siguiente manera:

e Ranitidina

Concentracion de 100 ng/mL.: de la solucién preparada de 1 mg/mL se colocé

una alicuota de 100 pL en un matraz de 10 mL, se aforé con metanol 70 %y
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se mezclé (0.01 mg/mL), de esta solucion se tomo una alicuota de 100 pyL y
se llevé a 10 mL con metanol 70 %.

e Sildenafil
Concentracion de 25 ng/mL.: de la solucién preparada de 1 mg/mL se coloco
una alicuota de 100 pL en un matraz de 10 mL, se aforé con metanol 70 %y
se mezclo (0.01 mg/mL), de esta solucion se tomo una alicuota de 25 pL y
se llevo a 10 mL con metanol 70 %.
Ifosfamida

e Concentracion de 50 ng/mL: de la solucion 10 mg/mL (100 mg de ifosfamida
en 10 mL) se tomod una alicuota de 1 mL y se llevo a 10 mL con metanol 70
% (1 mg/mL). De esta solucién se tomo una alicuota de 100 ul y se afor6 a
10 mL con metanol 70% (0.01 mg/mL), de esta solucién se tomé una alicuota
de 50 pL y se aforé a 10 mL con metanol 70 %.

Se prepararon tres curvas con propranolol y 4-hidroxipropranolol en 1000 pL de
sangre al 35 % de hematocrito con las soluciones descritas en las Tablas 6 y 8
respectivamente, una curva para cada posible estandar, y se extrajo de la misma

manera que en sangre seca en papel filtro, como se describe en la siguiente figura:

— 1. 40 pL de cada punto de la curva
de propranolol y 4-
hidroxipropranolol en sangre al
35 % de hematocrito.

& 8 7 N7 NV \% 2. 10 pL del posible estandar
miEE TN interno.

3. 10 pyL de acido ascorbico 10

mg/mL.
‘ | 4. 10 pL de NH40OH 10 %.
5. Extraccion aplicada de la misma

forma que en sangre seca en
papel filtro (incluyendo
disolvente de extraccion).

Figura 3. Preparacion de la curva de calibracion en sangre al 35 % de hematocrito
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2.2.3.4 Curva de calibracion y puntos control de propranolol y 4-

hidroxipropranolol en hematocrito al 35 %

2.2.3.4.1 Preparacion de sangre al 35 % de hematocrito

La sangre al 35 % de hematocrito se prepar6 con 65 partes de plasma filtrado y 35

partes de paquete eritrocitario, ambos provenientes del mismo tipo sanguineo.

2.2.3.4.2 Curva de calibracion y puntos control de propranolol y 4-
hidroxipropranolol en sangre al 35 % de hematocrito

a) Curva de calibracion:

En tubos conicos de 1.5 mL se colocaron las alicuotas correspondientes para
cada punto de la curva de calibracion de propranolol y 4-hidroxipropranolol
de manera independiente, segun se indica en la Tabla 10, respectivamente
se adicionaron 950 pL de sangre al 35 % de hematocrito y se mezclaron en

vortex durante 20 segundos.

Tabla 10. Curva de calibracion de propranolol y 4-hidroxipropranolol en sangre al
35 % de hematocrito

4-hidroxipro- Alicuota de
Propranolol Alicuota Alicuota 4-
pranolol , , sangre al 35 %
(40X) propranolol hidroxipropranolol )
(ng/mL) 40X (L) (40X) (40X) (L) de hematocrito
ng/m H H
(ng/mL) (ML)
400 25 50 25 950
1000 25 100 25 950
2000 25 200 25 950
4000 25 400 25 950
8000 25 800 25 950
16000 25 1600 25 950
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La curva resultante tuvo las siguientes concentraciones: 10, 25, 50, 100, 200 y 300

ng/mL para propranolol y 1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40 ng/mL para 4-hidroxipropranolol.

b) Puntos control:

En tubos conicos de 1.5 mL se colocaron las alicuotas correspondientes para cada
punto control de propranolol y 4-hidroxipropranolol de manera independiente, segun
se indica en la Tabla 11, respectivamente se adicionaron 950 pL de sangre al 35 %

de hematocrito y se mezclaron en vortex durante 20 segundos:

Tabla 11. Puntos control de propranolol y 4-hidroxipropranolol en sangre al 35 %

de hematocrito

) 4-hidroxipro- ) )
Propranolol Alicuota Alicuota 4- Alicuota de
pranolol _ ) )
(40X) propranolol (40X) hidroxipropranolol | hematocrito
(ng/mL) (40X) (pL) (40X) (uL) al 35 % (pL)
(ng/mL)
1200 25 150 25 950
3200 25 300 25 950
12000 25 1000 25 950

Los puntos control resultantes tuvieron las siguientes concentraciones: 30, 80 y 300

ng/mL para propranolol y 3.75, 7.5y 25 ng/mL para 4-hidroxipropranolol.

2.2.3.4.3 Extraccion de la curva de calibracion y puntos control de propranolol

y 4-hidroxipropranolol en sangre seca en papel filtro 903™

La curva de calibracion y puntos control de los analitos se prepararon de la siguiente

manera:
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. Se colocaron las tarjetas, debidamente etiquetadas, en posicion horizontal
evitando que los circulos tuvieran contacto con la superficie.

. Se depositaron 10 pL de la solucion de acido ascérbico 10 mg/mL en el centro
de cada circulo a cargar de la tarjeta, se dejaron secar a temperatura
ambiente por 5 minutos.

. Se cargaron en el centro de los circulos 40 uL de cada punto de la curva de
calibracion y puntos de control preparados (soluciones de carga) en sangre
al 35 % de hematocrito, detalladas en la Tabla 10y 11.

Las muestras se dejaron secar toda la noche, de forma horizontal.

Después se siguieron los pasos que se presentan en el Diagrama 1.
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Anexo Il. Resultados del desarrollo del método de analisis para cuantificar

propranolol y 4-hidroxipropranolol mediante cromatografia liquida acoplada a masas

1. Columnas

Para el desarrollo del método se trabajoé con la columna UPLC® HSSTS3, pero se
empezaron a observar picos con mayor coleo. Las siguientes imagenes ilustran el
ancho de pico para propranolol en dos tipos de columnas, la Figura 1 representa
una concentracion de 100 ng/mL en una columna UPLC® HSST3 vy la Figura 2 una
concentracion de 80 ng/mL en una columna UPLC® BEH Phenyl. Por lo tanto, se
optd por utilizar la UPLC® BEH Phenyl para la validacion.

: _PROPANOLOL PROPAN
98 3 31 98 1 g; 1MoLOL
1775.08 ] H 1086.21
%- 1.78e3 %] 1.09e3
R R e -21‘ e
1.00 200 3.00 1.00
Figura 1. Cromatograma de Figura 2. Cromatograma de
propranolol (UPLC® HSST3) propranolol (UPLC® BEH Phenyl)

2. Respuestas de las pruebas de extraccién para propranolol 100 ng/mL en

sangre seca

El clorhidrato de tramadol resultd ser el estandar interno idéneo para eficientar la
extraccion de propranolol en las condiciones establecidas para cuantificarlo (fase
movil acetonitrilo: formiato de amonio 5 mM 50:50, flujo 0.1 mL/min, temperatura de
la columna 45 °C, columna HSST3 2.1 x 50 mm; 1.7 um), durante las primeras

pruebas del desarrollo del método. La respuesta se muestra en la Tabla 1 de este



anexo. En el apartado 5 de este anexo se presenta un cromatograma del estandar

interno elegido para cuantificar propranolol y su metabolito 4-hidroxipropranolol.

Tabla 1. Pruebas de extraccién de propranolol 100 ng/mL en sangre seca (por
triplicado)

Muestras por .

o Solucién de
triplicado de . Tramadol Respuesta
extraccion %
propranolol o
Desviacion
(6 ng/mL) Tramadol
(100 ng/mL) 1200 pL Propranolol
pL (El)

(CC44,CC4,, acido férmico al 10 1349.6 283.1 -29.9
CC4s) 0.1% 1330.6 149.4 31
Muestra 2 1114.4 269.7 -39.2

Metanol con &cido

(CC41,CC4s. | tormico al 0.1 % 10 1047.3 109.6 40.6
CC4s) 1063.8 118.4 32.1
Muestra 3 803.1 124.4 -5.1
(CC4,,CC4,, Acetato de etilo 10 918.3 124.4 8.5
CC43) 725.3 113.1 -5.6
Muestra 4 2064.4 171.7 76.9
(CC44 CC4,, Diclorometano 10 1474.3 128.1 69.3
CC4s) 1491.6 788.2 -72.2
Muestra 5 1734.5 250.5 1.9
(CC4,, CC4,, 1,2-dicloroetano 10 1757.2 303.7 -14.9
CC43) 1775.1 215.5 21.1
Muestra 6 551.5 96.1 -15.6
(CC44,CC4y, Eter etilico 10 415.8 122.8 -50.2
CC43) 425.1 136.4 -54.2

Una mezcla de los disolventes acetato de etilo y 1,2-dicloroetano (90:10), fue
elegida para la extraccién de los analitos implicados, y se utilizé también para la
determinacién de la curva de calibracién de propranolol, la Figura 3 y 4 muestran la

respuesta de los puntos de la curva y la linealidad:
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#| Mame Type Std. Conc RT Arza IS Area Re=ponze Conc.
1| CC12_200CTIT Standard 10.000 1.68 154231 137 684 112.134 5.095
2| CC22_200CTIT Standard 25.000 1.68 440107 110.754 357373 28031
3| CC32_300CTIY Standard 50.000 1.69 252524 111817 784152 52.380
4| CC42_300CTIY Standard 100.000 1.88 1813722 1268.8978 1428.375 55 475
5| CCE2_200CT1Y Standard 200.000 1.69 312123 112.4T1 2742555 183.724
6| CCB2_200CT1Y Standard 400.000 1.58 5033.328 20.780 5230.505 415254

Figura 3. Respuesta de la curva de calibracién de propranolol en hematocrito al
35%

Compound name: PROPAMNOLOL

Caorrelation coefficient. r = 0.997778, r2 = 0.9953560

Calibration curve: 150635 * x +-24 875

Fespanse type: Internal 3td { Ref2 ) Area * (15 Conc. /13 Area |
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: Mone

5000
s
Z 4000
o
2
2 2000
I:I IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII:ljl-ll:
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Figura 4. Representacion grafica de la curva de propranolol en hematocrito al
35 %

En el apartado 4 de este anexo se muestra la curva de calibracion y el grafico para
4-hidroxipropranolol, utilizando el acetato de etilo:1,2-dicloroetano (90:10) como
disolvente de extraccion, ademas de las variaciones que se tuvieron que realizar

para la extraccion de este metabolito activo.

3. Limite de cuantificacion y deteccidn para propranolol en sangre seca
El limite de cuantificacion de la curva de prueba para propranolol en sangre seca

resulté ser de 2 ng/mL, cuando se realiz0 la extraccion con la mezcla de los

disolventes acetato de etilo y 1,2-dicloroetano (90:10).
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4. Extraccion de 4-hidroxipropranolol en sangre seca

En la siguiente tabla se muestran las lecturas de las extracciones siete a nueve para
4-hidroxipropranolol, ya que en las extracciones anteriores no se detectaron

sefales:

Tabla 2. Lecturas de las extracciones de 4-hidroxipropranolol en sangre seca

Extraccion Lectura

Prueba de extraccion 7 1) 239.1
10 pL de acido ascoérbico 1 mg/mL + 1200 uL de la “mezcla de | 2) 60.3
extraccién”. 3) 182.4
Prueba de extraccion 8 1) 485
10 pL de NH40OH 10 % + 1200 pL de diclorometano: éter (1:1). 2) 590.6

3) 746
Prueba de extraccion 9 1) 890.5
10 pL de NH40H 10 % + 10 L de acido ascoérbico 1 mg/mL + 1200 | 2) 1657.9
pL de diclorometano: éter (1:1). 3) 1267.6

Con base a estos resultados, las soluciones de 4-hidroxipropranolol se prepararon
adicionandoles 250 pL de &cido ascorbico (20 mg/mL) para un volumen de 5 mL. 5
minutos antes de cargar los circulos del papel filtro 903™ se adicionaron 10 uL de
acido ascorbico (10 mg/mL) y después los 40 uL de las diferentes concentraciones
de 4-hidroxipropranolol en sangre. La Figura 5y 6 muestra una curva de calibraciéon
y su representacién en grafico con la extraccion 9 modificada (se sustituyo el

diclorometano por 1,2-dicloroetano).
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#|Name Type Std. Conc RT Area IS Area Re=sponze Canc.
1 1| CC1_270CTIT Standard 1.250 1.24 5.570 108.817 5.049 1.247
Z 2 _ZTOCTIT Standard 2.500 1.24 12.727 125.038 10175 2.369
3 3| CCI_2TOCTIT Standard 5.000 1.28 25,824 140.584 21.284 5387
& 4| CCa_2T0CTiv Standard 10.000 1.35 389.202 106.071 36.958 5.646
5 5| CCE_2TOCTIT Standard 20.000 1.24 85.028 112.328 76.579 20.412
6 6| CCE_2ZT0OCTIV Standard 40.000 1.24 192.245 130.319 147.51% 39.589

Figura 5. Respuesta de la curva de calibracion de 4-hidroxipropranolol en

hematocrito al 35 %

Compound name; 40H_PROPANCLOL

Coarrelation coefficient r= 0.999462, 2 = 01.993924

Calibration curve: 26801 * x + 1.43002

Fesponse type: Internal Std ( Ref 2 ), Area * (|2 Conc. /12 Area |

L

2400

[

o

% 50
I:IIIIIIIIIII_IIIIIIIIIIIIIIIIIIII_IIIIIIIIIIIIIIIIIIII_IIIIIIIIIIIIIIIIIIII_IIIIIIIIIIII::I:ll-lc
0.0 5.0 100 150 200 250 300 350 400

Figura 6. Representacion grafica de la curva de calibracion de 4-

hidroxipropranolol en hematocrito al 35 %
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5. Seleccion de estandar interno utilizando la extracciéon nueve modificada

Se selecciond ifosfamida como estandar interno a una concentracion de 50
ng/mL. En la siguiente figura se muestra un cromatograma del El:

MRI of 3 channels ES+

S NR - B7 87
2fb.Ub>0/7.07

_40H_PROPANOLOL 2.952e+002
100~
] 1.35
39.202
231
% 2.88 },03

1.69 193

u LA N L L L L L L L min

MRI of 3 channels ES+

260.99 » 91.53
AMIDA 7.4208+002
100~ IFOS‘]F;]é"D. =
106.071
683
Cl‘/:)_
0.41 . :
T I .
0 L L L L L L LY UL LI B L UL R s e 11
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00

Figura 7. Cromatograma de 4-hidroxipropranolol y de ifosfamida como
estandar interno (50 ng/mL).
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