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I. INTRODUCCION

I.I Farmacogenética

La farmacogenética es una disciplina orientada al estudio de las bases
genéticas de las diferencias interindividuales en la respuesta a farmacos, tanto
a nivel de eficacia como de seguridad. Tiene como principal objetivo el
desarrollo de la medicina individualizada, para poder optimizar la eficacia de
los farmacos, limitar la toxicidad de los mismos, reducir los costes, y por tanto

mejorar la calidad asistencial.lll

I.II Farmacogenética de la acetilacion

La biotransformacion de xenobiéticos es el principal mecanismo para mantener
la homeostasis durante la exposicion del organismo a moléculas extranas como
farmacos. En general, la biotransformacion de xenobiéticos, se lleva a cabo por
algunas enzimas con una amplia especificidad de sustratos. Las reacciones
catalizadas por enzimas involucradas en el metabolismo, generalmente se
dividen en dos grupos llamados de fase I y de fase II. Las reacciones de fase I
incluyen hidrolisis, reduccion y oxidacion. Estas reacciones se caracterizan por
introducir un grupo funcional y generalmente dan por resultado un pequeno
incremento en la hidrofilicidad. Las reacciones de fase II incluyen la
glucuronidacion, sulfonacién, acetilacion, metilacion, conjugacion con
glutation, y conjugacion con aminoacidos. La mayoria de las reacciones de fase
II tiene por resultado un gran incremento en la hidrofilicidad del xenobidtico,
por lo cual se promueve la excrecion de éstos. La fase II de la

biotransformacion, no necesariamente es precedida por las reacciones de fase I.

Entre las enzimas de fase I se encuentra la familia de citocromos P-450, flavin
monooxigenasas, epoxido hidrolasa, estearasas, amidasas y otras enzimas que
catalizan reacciones de hidrélisis, reduccion y oxidacion. Dentro de las enzimas
de fase II estan 1la UDP-glucuronil-transferasas, sulfotransferasas,

metiltransferasas, glutation S-transferasas, diferentes tipos de acil-CoA: A-



aciltransferasas de aminoacidos y finalmente arilamin N-acetiltransferasas
(NAT). [2

Algunos farmacos relevantes para la terapéutica en humanos son
biotransformados por acetilacion principalmente para su excrecion. La
habilidad para efectuar el proceso de acetilacion en general y en particular a los
farmacos esta genéticamente determinado y es de naturaleza polimorfica, los
individuos de una misma poblacion, pueden clasificarse como acetiladores
rapidos o deficientes por su habilidad para convertir algunas aminas e
hidracinas a su derivado acetilado. Las bases genéticas de la capacidad del
polimorfismo acetilador reside en la existencia de dos alelos mayoritarios en un
locus tUnico de gen autosémico que gobierna la produccion de N-acetil

transferasa, una enzima hepatica no microsomal. [

La reaccion de acetilacion es llevada a cabo cuando la N-acetil transferasa
cataliza la transferencia de un grupo acetil proveniente de la Acetil CoA a un

nitrogeno del sustrato. 4] (Figura 1)

Se ha demostrado que existen 3 genes distintos que codifican a las N-
acetiltransferasas en humanos: NAT1, NAT2, en la cual recae el presente
trabajo, y NATP, el cual es un pseudogen que contiene mutaciones que impiden

a su acido ribonucleico mensajero (RNAm) traducirse en proteina funcional.l16]
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Figura 1-. Resumen de los mecanismos de las reacciones catalizadas por arilamin N- acetiltransferasas. Las reacciones

(A), (B) y (C) conducen a la hidrélisis de acetilCoA al igual que a la acetilacion de la molécula aceptora del grupo acetil.
Mientras que (A) y (B) inactivan el sustrato, las reacciones (C) y (D) tienen como consecuencia la activacién del

sustrato.[16]



La NAT2 es una enzima de fase II, que se encuentra en el higado y la mucosa
del yeyuno, responsable de la reaccion de N-acetilacion de xenobioticos, que
incluyen aminas aromaticas, sulfonamidas, y aminas alifaticas las cuales se
encuentran presentes en farmacos muy comunes como la cafeina, la isoniazida,
el clonazepam, la sulfametazina, entre otras. [’ De igual manera se pueden
metabolizar xenobioticos cancerigenos por esta via metabdlica. Entre ellos se
encuentran la benzidina, el 2-aminofluoreno y la B-naftilamina. Por lo tanto, la
N-acetilacion puede modular la actividad farmacolégica y detoxificar

carcinogenos. 571 En la tabla 1, se presentan algunos ejemplos.

Farmacos Xenobioticos

Aminoglutetimida Benzidina

Aminopirina 4-aminobifenil

Amirinona 4-aminofenol

Cafeina (metabolitos) 2-aminofluoreno

Clonazepam (metabolitos) 2-naftilamina

Dapsona

Dipirona

Fenelzina

Hidralazina

Nitrazepam (metabolitos)

Procainamida

Sulfametazina

Sulfapiridina

Tabla 1.- Ejemplos de sustratos de acetilaciéon por parte de NAT2

Al administrar algunos farmacos que principalmente son metabolizados por la
NAT2 y al evaluar la frecuencia de la capacidad acetiladora,la poblacion en
general, presenta un amplio rango de actividad de N-acetilacion y el
comportamiento ha sido caracterizado por algunos autores como representados
por una distribucién bimodal y/o trimodal. Esta distribucion de la actividad ha

dado por resultado que los individuossean clasificados en general como rapidos



o deficientes (modelo bimodal) o rapidos, intermedios y deficientes (modelo
trimodal). La proporcion en la capacidad acetiladora varia dependiendo de los
grupos étnicos. El fenotipo de acetiladores deficientes es mas prevalente en
Norte Americanos (90%) y Escandinavos (75-835%), en cambio es menor en
Esquimales Canadienses y Japoneses (5%); en poblaciones de China, la
proporcion de lentos es 40%, y de 40-60% en Afroamericanos. [7-13l En la tabla

2, se presenta un resumen de diversos grupos étnicos y de su capacidad

acetiladora.

Blancos-Americanos 90.0
Africanos (Dogons) 75.0
Inuits 5.0
Blancos Europeos 73.7
Africanos (Gabon) 73.0
Afroamericanos 40-60
Filipinos 60.5
Chinos 40.0
Polinesios 40.0
Japoneses 5.0
Coreanos 31.9

Tabla 2-. Diferentes grupos étnicos con su respectivo porcentaje de acetiladores deficientes

En consecuencia, los metabolizadores deficientes tendran mayor riesgo de
presentar efectos adversos producidos por farmacos cuya via metabdlica
principal sea la acetilacion. A diferencia de los metabolizadores mas rapidos, los

cuales probablemente no alcancen los niveles terapéuticos adecuados.

Se sabe que la actividad de la N-acetiltransferasa (NAT) esta principalmente
controlada por la informacion genética, y que no depende de la edad, ni del

sexo B, La NAT1 y NAT2 son codificadas por 2 genes de 870 pares de bases,



respectivamente. Los genes se encuentran en el cromosoma 8, y ambos se
expresan de una manera autosomal codominante. [6] De igual manera ambos
tienen una similaridad del 87% en la secuencia de nucleotidos y codifican
proteinas de 290 aminoacidos que coinciden en un 81%. [16IE] locus de NAT?2,
tiene alelos que contienen de uno a cuatro polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP’s) [8l. En poblaciones humanas, se han reportado 52 alelos para NAT2.

El polimorfismo acetilador que involucra al NAT2 es causado por mutaciones
puntuales responsables de diversos efectos que se manifiestan en el fenotipo
(14, Se sabe que el polimorfismo de NAT2 da por resultado en una variacion de
la capacidad acetiladora y se ha asociado con la incidencia de algunas
enfermedades. Generalmente las mutaciones puntuales en la NAT2 resultan en
una baja actividad enzimatica, expresion disminuida e inestabilidad de la
enzima. Un fenotipo deficiente se observa por lo general en individuos con dos
copias de lineas de bases de alelos que contienen cualquiera de las mutaciones
puntuales. Un fenotipo rapido esta codificado por el alelo silvestre NAT2%*4(15],
Los acetiladores rapidos generalmente tienen dos alelos silvestres o un alelo
silvestre con una variante alélica.l®l. El fenotipo acetilador deficientees heredado
como una caracteristica autosomica recesiva homocigoética, mientras que los
acetiladores rapidos son heredados como una caracteristica autosémica
dominante heterocigotica u homocigotica. En la figura 2 se hace una

representacion de su estructura.



Figura 2.- Estructura de la enzima NAT2 humana.

Existen 7 tipos de polimorfismo de un solo nucleétido en el gen humano que
codifica para NAT2, que consisten en mas de 27 alelos diferentes de NAT2. Dos
de estas variantes son silenciosas y otras cinco causan sustitucion de
aminoacidos. Se ha encontrado que C341—-T para *5, G590—A para *6 y
G857—A para *7, las cuales codifican para otros aminoacidos. Estas
sustituciones alteran significativamente la actividad de NAT2. A pesar que
C481—-T y G803—A no causan sustitucion de aminoacidos, hay estudios que
sugieren que estas mutaciones puntuales pueden afectar la estabilidad y
ademas reducir la cantidad de NAT2 en el higadol2l. Se ha reportado que los
alelos *5 (A,B,C, etc.), *6 (A,B), y *7 (A,B) son responsables de codificar para

acetiladores lentos [2.14],

En algunos estudios mediante una reaccion restriccion de cadena de
polimerasa (PCR) se ha determinado otro tipo de polimorfismo atribuido a
NAT2, dicho polimorfismo depende de si un individuo es homocigoto o

heterocigoto. Asi mismo, se han identificado los siguientes alelos multiples:

11



NAT2*4/4, el cual codifica para acetiladores rapidos; NAT2*4/*5, NAT2*4/*6,
NAT2*4/7, codifican para acetiladores intermedios; finalmente NAT2*5/*5,
NAT2*5/*6, NAT2*5/*7, NAT2*6/*6, NAT2*6/*7, NAT2*7/*7, los cuales

codifican para acetiladores lentos.[8]

L.III Importancia clinica del polimorfismo acetilador

La arilamin N-acetiltransferasa (NAT) fue una de las primeras enzimas en la
cual se reportaron diferencias en la respuesta a farmacos. El polimorfismo en la
acetilacion se descubrio tras la introduccion de isoniazida para el tratamiento
de la tuberculosisli®l. Se observo que altos niveles plasmaticos de ésta
producian neuropatia. En 1955 Hugues y cols, describen que el principal
metabolito excretado de la isoniazida es la acetilisoniazida. En 1957 Mitchel y
Bell clasifican a un grupo de pacientes en tratamiento con isoniazida como
inactivadores deficientes, rapidos e intermedios en funcion de los resultados
obtenidos al medir las concentraciones séricas de farmaco a las 6 horas de
ingesta. Evans 1960 indicé que la capacidad metabolizadora dependia de la

constitucion genética.

Estas observaciones clinicas iniciales fueron seguidas por el descubrimiento de
que la distribucion en la poblacion de la capacidad acetiladora dependian de la

etnia de dicha poblacion.

El polimorfismo del gen NAT2, se ha relacionado con la posibilidad de tener
mayor riesgo de desarrollar determinadas enfermedades, ademas de que se
pueden sufrir con mas facilidad los efectos adversos de farmacos que son
metabolizados por acetilacion. En el ambito de las enfermedades, las
neoplasicas han recibido mas atencion. Como ya se mencion6 hay
determinadas sustancias cancerigenas en forma de aminas aromaticas que son
metabolizadas por la NAT2, dando por resultado la inactivacion de dichas
substancias cancerigenas, lo que nos podria llevar a suponer que los
metabolizadores lentos tendrian mas posibilidades de desarrollar determinados

tipos de cancer. 5, debido a poca capacidad para eliminar dichas substancias.



El cancer que parece estar mas relacionado con el polimorfismo acetilador de
NAT?2 es el de vejiga. Diferentes estudios relacionaron claramente el fenotipo y
el genotipo acetilador deficiente con el cancer de vejiga. Muchos estudios han
confirmado estos resultados siendo esta asociacion aun mas evidente cuando
los pacientes se encuentran ocupacionalmente expuestos a aminas

cancerigenas. [16]

Con respecto a otros tipos de cancer existen trabajos con resultados
contradictorios, siendo una de las razones el numero pequeno de individuos
estudiados, lo cual da por resultado la imposibilidad de llegar a conclusiones
solidas. El cancer de laringe fue relacionado con acetiladores deficientes. El
cancer de pulmoén fue relacionado a individuos homocigotos acetiladores
rapidos, pero no ha existido confirmacion posterior. La misma situacion se
presenta para el cancer de mama, donde se han observado asociaciones
iniciales con posibles acetiladores rapidos, pero de igual manera no existe

ninguna confirmacion ni de genotipo o de fenotipo [4l.

En cuanto a otras enfermedades diferentes del cancer las mas estudiadas han
sido la artritis reumatoide, la enfermedad de Parkinson y el lupus eritematoso
sistémico, en la Ginica en la que se han obtenido conclusiones solidas ha sido
en el lupus eritematoso inducido por farmacos, en donde se le ha relacionado
claramente con acetiladores deficientes, siendo exclusivo de ellos. La posible
patogenia de este trastorno es que aquellos individuos acetiladores deficientes
al tener un mayor porcentaje de farmaco no acetilado, el cual sigue rutas
metabolicas alternativas, interaccionando con macromoléculas celulares, dando
lugar a sustancias que son reconocidas como autoantigenos, provocando de

esta manera la respuesta inmunitariall4l.

Vale la pena mencionar que otro problema que puede presentarse debido al

polimorfismo acetilador son los efectos adversos causados por farmacos.



Los acetiladores deficientes presentan mayor riesgo de presentar efectos
adversos o incluso dano hepatico debido a que tienen concentraciones

plasmaticas de farmaco elevadas.

I.IV Sulfametazina
La sulfametazina (SMZ) es un farmaco antibacteriano de amplio espectro, que
alcanza altos niveles hematicos en poco tiempo y se mantiene en sangre por su

alta reabsorcion.

En cuanto a su mecanismo de accion; la sulfametazina tiene efecto bactericida
por su actividad inhibitoria sobre la sintesis de acido folico. Las bacterias
sintetizan el acido félico intracelularmente, las sulfas producen su efecto por
inhibicion competitiva de la enzima dihidrofolato sintetasa, encargada de la
incorporacion del acido para-aminobenzoico (PABA) a la molécula para la

sintesis de acido félico.

Cabe mencionar que la sulfametazina es un sustrato especifico de la NAT2 por

lo cual sufre una reaccion de N-acetilacion (Figura 3)
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Figura 3.- Mecanismo resumido de la formacion del metabolito N-acetilado de la sulfametazina, la acetilsulfametazina.

Debido a esa caracteristica la sulfametazina puede utilizarse como farmaco de
marcaje para estudios que permitan identificar el fenotipo de acetilacion de

individuos en una poblacién, como es el caso del presente trabajo.°!



I.IV.I Efectos secundarios de la sulfametazina
a) Reacciones de hipersensibilidad: A nivel cutaneo se observan desde

eritemas leves a dermatitis necrotizante, eritema multiforme, sindrome de
Steven Johnson. Otras reacciones son: vasculitis y reacciones sistémicas
de tipo anafilaxia severa.

b) Trastornos digestivos: nauseas, vomitos, diarrea.

c) Alteraciones hematologicas: anemia hemolitica en pacientes con déficit de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, anemia megaloblastica (por su accion
antifolica), aplasia medular.

d) Trastornos hepaticos: desde alteraciones leves a necrosis hepatocitica.

e) Alteraciones renales: obstruccion de las vias urinarias.

I.IV.II Uso de la sulfametazina en estudios de fenotipo acetilador
El uso de sulfametazina para determinar el fenotipo acetilador ha sido

ampliamente documentado. Inicialmente se utilizaba el método descrito por
Bratton y Marshall, el cual fue uno de los mas usados en ensayos clinicos para
determinar la proporcion de sulfametazina y su metabolito acetilado,
acetilsulfametazina (AcSMZ) en diversos fluidos biolégicos como sangre, orina,

suero o plasma. Actualmente se emplean métodos basados en HPLC.

En un estudio realizado por Rao y cols. (1970) para determinar la acetilacion de
isoniazida (INH) y SMZ en una poblacion hindu sugiere que un individuo puede
ser clasificado como acetilador deficiente si el porcentaje de acetilacion de SMZ
en orina de 5-6 h después de su ingesta es menor al 70%, en cambio puede
clasificarse como un acetilador rapido si es mayor al 70%. En la figura 4 se

muestran los resultados para sulfametazina que obtuvieron en este estudio.
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Figura 4-. Numero de pacientes de una poblacién Hindu contra el porcentaje de SMZ acetilado en una muestra de
orina de 5 a 6 horas. Cada paciente recibié una dosis de 44 mg/Kg de peso de SMZ por via oral. Los sujetos fueron
fenotipados como acetiladores rapidos o lentos de SMZ de acuerdo al método descrito por Bratton y Marshall. En este
estudio no se especifica la edad, ni el sexo, ni el peso corporal de los pacientes.

En otro estudio donde participaron 279 pacientes de una poblacion en
Singapur fueron fenotipados con SMZ colectando muestras de orina de (5-6 h) y
muestras de sangre (6 h) después de la ingesta de una dosis de 40 mg/kg de
peso, la cual fue ingerida en ayunas. Los puntos de corte en este estudio para
distinguir entre acetiladores rapidos o deficientes fueron, con respecto al
porcentaje de farmaco metabolizado, de 43 % para muestras de sangre y 70%
para muestras de orina, o indices metabélicos de AcSMZ con respecto a SMZ de
0.75 y 2.33 respectivamente, los puntos de corte fueron determinados en base
a un analisis probits. Utilizando estos criterios, 129 pacientes fueron
clasificados como deficientesacetiladores y 344 como rapidos acetiladores. Sin
embargo 6 pacientes dieron resultados conflictivos debido a que sus muestras
de plasma indicaban que eran acetiladores lentos y sus muestras de orina
indicaban que eran acetiladores rapidos. Los resultados de este estudio se

muestran en la figura 5. [20]
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Figura 5-. Distribucion de 479 pacientes en Singapur de acuerdo a su indice metabdlico de AcSMZ y SMZ, en la
grafica (a) se encuentran los resultados obtenidos en muestras de orina, en la grafica (b) se muestran los resultados

obtenidos en plasma. No se especifica, edad, sexo o peso de los pacientes fenotipados.

I.V. Introduccion a la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

La cromatografia liquida de alta eficacia o high performance liquid
chromatography (HPLC, por sus siglas en inglés) es un tipo de cromatografia en
columna ampliamente utilizada no sé6lo en laboratorios sino también a nivel
industrial. El HPLC es una técnica utilizada para separar los componentes de
una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las

sustancias analizadas y la columna cromatografica.

Existen diferentes tipos de cromatografia liquida, pero en el caso del presente
trabajo nos enfocaremos en la cromatografia liquida de fase reversa. En la cual

la fase estacionaria es no polar y la fase movil es polar.

I.V.I Cromatografia de fase reversa
La técnica de fase reversa, RPC (del inglés Reverse Phase Chromatography), se

ha convertido en el tipo de cromatografia mas ampliamente utilizada en HPLC.

Esta técnica proporciona retencion y selectividad 6ptimas cuando las muestras
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tienen un caracter predominante alifatico o aromatico, como es el caso de

losanalitos de este estudio.

En este tipo de cromatografia la separacion de basa principalmente en la
particion del analito entre una fase movil ligeramente polar y una fase
estacionaria hidrofébica (no polar), habiendo otros fenémenos involucrados
tales como la adsorcion, una mezcla de los fenéomenos de adsorcion-particion, o
la teoria solvofobica de Horvath, la cual indica que la interaccion entre
moléculas de soluto y de solvente es mucho mas débil que la interaccion de las
moléculas de solvente entre si. Como consecuencia, el soluto es expulsado de la
fase movil, forzado a interaccionar por mayor tiempo con la fase estacionaria

que actua como receptor pasivo.

En la figura 6 se muestra un esquema de la interaccion simplifiacada de los
analitos no polares y su fuerte interaccion con los grupos C18 ligados al

soporte de silica solida.

Figura 6-. Esquema de la fase estacionaria no polar y su interaccion con analitos polares y no polares

La RPC puede proporcionar informacion cuantitativa, gracias a los diferentes
detectores, lo cual le da un impacto de aplicacion atiin mayor a esta técnica. La
cuantificacion en RPC se basa en la comparacion del area del pico del

compuesto problema con las de uno o mas estandares. [4]

Los instrumentos cromatograficos ya estan equipados con integradores
electronicos digitales los cuales permiten una precisa estimacion del area de los

picos.
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I.VI. Conceptos basicos

I.VLI. Tiempo de retencion (Tr)
Se le conoce como tiempo de retencion al tiempo que tarda un analito en salir

de la columna, el cual interacciona con ella siendo detectado, esto quiere decir
que es el tiempo desde que se inyecta la muestra, hasta el tiempo en que se

detecta el pico maximo de la muestra.(Figura 7)

] Analito 1 Analito 2
oo I

2 ) Tiempo

B LT I T

adm mlmn

T o
Inyeccion de la muestra

Figura 7.- Figura en la que se muestran dos senales, cada una correspondiente a un analito diferente. tr1 y tro,
corresponden a los tiempos de retencion de los analitos 1 y 2, respectivamente, to, corresponde al tiempo muerto (Tw),
t’r1 y t’re, corresponden a los tiempos de retencion ajustados de los analitos 1 y 2, respectivamente, finalmente w1 y wa

corresponden al nacho del pico.

I.VLIIL. Tiempo muerto (Twm)

Tiempo que tarda una sustancia, en atravesar fisicamente a la fase
estacionaria, esta sustancia no interacciona con la fase estacionaria pero,

presenta una senal en el detector.

La relacion entre el tiempo muerto y el tiempo de retencion se expresa con la

ecuacion de tiempo de retencion ajustado (Tr)):

I.VLIII. Factor de capacidad (k)
También conocido como factor de retencion o resolucion, es el grado de

retencion de los diferentes componentes de una muestra en la columna. k se
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define como el tiempo relativo que el soluto reside en la fase estacionaria con
respecto al tiempo que reside en la fase movil. El factor de capacidad se calcula
a partir de la siguiente ecuacion:

Tp —Tn

k = T

Los valores de k deben estar idealmente entre 1 y 10, ya que si k=0 indica que
el analito no esta interaccionando con la fase estacionaria y eluye junto con el
solvente a través de la columna, en cambio si k>10 indica que el analito es

altamente retenido en la fase estacionaria.

I.VLI.IV. Factor de separacion (a)
El factor de separacion o factor de selectividad, es una medida de la retencion

relativa o separacion de dos o mas analitos, lo cual es lo que se desea hacer en

un método por HPLC.

El factor de separacion se calcula con la siguiente ecuacion:

_ k;
a = /kl
Usualmente, el factor de capacidad del ultimo de los picos adyacentes es
colocado en el numerador de la ecuacion anterior por lo que el valor de a es
mayor a 1. (Figura 8) El factor de separacion es una medida de selectividad de

un sistema cromatografico.
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Figura 8.- Cromatograma donde se ejemplifica la forma de obtener a. La comparacion siempre debe hacerse solo entre

dos picos o sefales.

I.VI.V. Platos teéricos
El numero de platos teoricos (IN) es una medida de la eficiencia de la columna,

es decir, la eficiencia es la capacidad de la columna para producir picos

definidos y con una separacion aceptable.

El numero de platos teoricos se define con la siguiente ecuacion:
N = TR/O'

N esta definida como el cuadrado de la relacion del tiempo de retencion dividido
por la desviacion estandar del pico (o). La longitud o ancho del pico es

aproximadamente 5o para un pico Gaussiano.

Debido a que es mas dificil medir la desviacion estandar del pico (o) que la
longitud de éste, hay una interrelacion usando la longitud a la anchura media

del pico (wi/2), la cual es generalmente utilizada en métodos reportados en la
USP.

Entonces nuestra ecuacion seria la siguiente:

_ T
N =5546("R/y, ,
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I.VI.VI.Resolucion (Rs)
La resolucion es la medida del grado de separacion de dos analitos adyacentes

y se define como la diferencia de los tiempos de retencion de dos picos dividido

por la longitud media de los picos

La resolucion esta definida por la siguiente ecuacion:

tR2_tRl _AtR

Wh1+Wh 2 Wh
2

Cabe mencionar que si Rs=0 indica que no hay separacion en los picos, por lo

Rs=

tanto Rs debe ser mayor a 1.5 para que exista una separacion adecuada.

Existe una ecuacion donde se relaciona la resolucion con el factor de

separacion, el factor de capacidad y el factor de eficiencia o los platos teoricos.

Para cambiar los factores implicados en la resolucion y por lo tanto mejorar la

R =1;’4{("T_1)_ K _I.N":

: a |1G+%)
Factor de Factorde  Factor de
Separacion Capacidad Eficiencia

separacion cromatografica, se cuenta con una serie de modificaciones

aplicables a las condiciones cromatograficas, dichas modificaciones son:

e Cambio del solvente de la fase movil o sus proporciones
e Cambio de pH de la fase movil
e Cambio de la fase estacionaria

e Cambio de temperatura



I.VI.VII. Asimetria (As)
En condiciones ideales, los picos cromatograficos deben tener una forma de

pico Gaussiano, con simetria, aunque en realidad no lo sean.

El factor de asimetria (As) se utiliza para medir el grado de simetria del pico y
es definida en el largo del pico a 10% de so altura. El margen permitido para

Ases de 0.8 a 1.5 (Figura 9)

FACTOR DE FACTOR DE
ASIMETRIA: COLEO:
As= B/ A Tf= (A+B)/ 2A

10%
5%

Figura 9.- Cromatograma donde se ejemplifica como obtener el factor de asimetria y el factor de coleo. Donde: A=
Tiempo en minutos calculado desde el inicio del pico (a la respectiva altura) hasta la mitad del mismo; B= Tiempo

calculado desde la mitad del pico (a la respectiva altura) hasta el final del pico)

I.VI.VIII. Factor de coleo (Tj)

El Factor de coleo (Ty) es un término similar al de factor de asimetria. El Tt es
calculado usando el ancho del pico al 5% de la altura del mismo, y se calcula

por la siguiente ecuacion:

_A+B

T, =
F= A

En la figura 9, se presenta un ejemplo para calcular Tt. Los valores de Tr deben

encontrarse preferentemente entre .05 y 2.



I.VII. Validacion
La validacion de un meétodo analitico consiste en verificar y documentar su

validez, es decir su adecuacion a unos determinados requisitos, previamente
establecidos por el o los usuarios, para poder resolver un problema analitico

particular.

Dichos requisitos de caracter estadistico, son los que debe poseer el método,

estos parametros son:

e Linealidad

e Selectividad

e Precision

e Repetibilidad

e Reproducibilidad

e Limite de deteccion

e Limite de cuantificacion

e Robustez

La importancia de validar un método reside en que propicia seguridad y

confiabilidad en sus datos y procedimientos.
Existen tres tipos de validacion, los cuales se explican a continuacion:

Validacion Prospectiva: consiste en el establecimiento de la evidencia
documentada de que un método analitico realiza aquello para lo que fue
disenado, definiendo de antemano los valores en los cuales deben estar sus
parametros estadisticos. Este tipo de validacion sera la que se realizara en el

presente estudio.

Validacion Simultanea: Es el establecimiento de la evidencia documentada de
que un método analitico realiza aquello para lo que fue disenado, basandose en
la informacion generada durante la ejecucion real del proceso, o bien la

comprobacion documentada, de que los procedimientos de analisis hacen



posible la evaluacion de la muestra bajo estudio, con suficiente y definida

confiabilidad.

Validacion Retrospectiva: el establecimiento de la evidencia documentada de
que un meétodo realiza aquello para lo que fue disenado, basandose en la
revision y analisis de informacion historica.

I.VIIL.I Linealidad

La linealidad de un método se define como la relacion entre la respuesta del

instrumento y concentraciones conocidas de analito.

Para determinar la linealidad, se hace una curva de calibraciéon con al menos 6
concentraciones conocidas, se determina la curva de regresion por el método de

minimos cuadrados a partir de la ecuacion de la linea recta:
y=mx+b

Donde b= ordenada al origen

m= pendiente

Independientemente de la apariencia que pueda tener la recta, deben evaluarse

los estimadores de regresion lineal:

e Coeficiente de regresion lineal (r): se dtermina para evaluar el ajuste al
modelo lineal propuesto, y=a+bx

e Pendiente (m): es un parametro indicativo de la sensibilidad del método.

e Ordenada al origen (b): se puede obtener la proporcionalidad de la
funcion analitica, es decir, que la recta pase por el origen y que cualquier
desviacion puede adjudicarse a un error sistematico, ademas de que sirve

para determinar otros parametros como el limite de deteccion (LOD)

I.VIL.II Selectividad
Se define como la capacidad de un método analitico para medir el analito en

cuestion, en presencia de otras sustancias mezcladas entre si.



Algunos autores mencionan equivalencias entre los términos de especificidad y
selectividad, pero algunos los diferencian, dando por definicion de selectividad
como la capacidad de detectar simultaneamente a sustancias quimicas
diferentes presentes en una misma muestra, estos pueden ser impurezas,
productos de degradacion o componentes de la matriz, y como definicion de
especificidad, tenemos que es la capacidad de detectar el analito sin

interferencias de otro compuesto.

I.VILIII Precision

La precision del método analitico describe la cercania (grado de dispersion)
entre una serie de medidas obtenidas de multiples repeticiones de una muestra
bajo las condiciones establecidas de analisis.

La precision es matematicamente expresada como la desviacion estandar o,

estimada analiticamente por s o comuUnmente como la desviacion estandar

relativa o coeficiente de variacion (CV)

La ecuacion del estimador s de la desviacion estandar se calcula de la siguiente

forma:

Donde n= Numero de medidas
X;= Valor medido en el ensayo
X= Estimador de la media poblacional

I.VIL.IV Repetibilidad
Es un parametro que permite observar la precision de un método cuando este

se desarrolla bajo las mismas condiciones, en el mismo equipo, por el mismo
analista utilizando la misma muestra, en el mismo laboratorio y en la misma
sesion de trabajo en un periodo corto. El parametro estadistico, utilizado para
medir repetibilidad es el coeficiente de variacion (CV) que corresponde a medir
la dispersion de los datos alrededor de la media, el CV es calculado de la

siguiente manera:



v = (%) x 100

Donde s= desviacion estandar de los datos
X= media de los datos

I.VIL.V Reproducibilidad
Es la medida de la precision de los resultados de un método realizado en una

muestra homogénea, pero ejecutados por diferentes analistas en diferentes

sesiones de trabajo.

Otra definicion indica que la reproducibilidad expresa la precision entre
laboratorios (y/o analistas) en un estudio en colaboracion. El calculo de la

reproducibilidad se hace por medio del coeficiente de variacion (CV).

I.VII.VI Limite de deteccion
El limite de deteccion de un analito se define como aquella concentracion mas

pequena del analito que puede ser detectada por una unica medicion con un
nivel de confianza determinado, pero no necesariamente cuantificada con un

valor exacto.

La cantidad minima detectable de un analito se refiere a la concentraciéon mas

pequena que puede ser detectada realmente.
La ecuacion para detectar LD es la siguiente:

LD = b+ 3sy/x
Donde b= ordenada al origen

Sy/x= error estandar de estimacion, que es un parametro estadistico el
cual calcula el error estandar pero en direccion de y, la formula para

calcularlo es la siguiente:



I.VII.VI Limite de cuantificacion
El limite de cuantificacion es considerado como la concentracion mas baja para

mediciones cuantitativamente precisas.
Siendo definido por la siguiente ecuacion:
LQ =b+ 1OSy /x

I.VII.VII Robustez
Se define como el grado de reproducibilidad de los resultados obtenidos

mediante la ejecucion del método sobre la misma muestra variando algunas
condiciones, que pueden ser: equipo, reactivos, analistas, temperatura, pH,

flujo, proporciones de la fase movil, etc.
Este parametro se calcula de igual forma que el coeficiente de variacion (CV).

I.VII.VII Método de calibracion con estandar interno
En el presente trabajo se utilizo la calibracion con estandar interno, la cual

consiste en la adicion de un compuesto diferente al analito a cada una de las
muestras a analizar. Se analizan soluciones de muestra de diferentes
concentraciones a las que se les ha anadido la misma cantidad de estandar

interno.

Los datos obtenidos se corrigen con el estandar interno de la siguiente manera:
C'=C/SI

Donde C= senal obtenida de la sustancia de interés

SI= senal obtenida del estandar interno



Los requerimientos para un estandar interno son los siguientes:

e Tener buena resolucion (Rs>1.25)
e Factor de capacidad similar al compuesto problema

e El compuesto que se utilice como estandar interno no debe estar presente

en la muestra original

e Caracteristicas quimicas similares a los analitos de interés



II. HIPOTESIS

Se demostrara que existen diferencias entre el fenotipo acetilador de la
poblacion mexicana, con respecto al de fenotipo acetilador que se tienen
reportados de poblaciones europeas, los cuales se sabe que tienen un fenotipo
acetilador lento, aproximadamente del 80 al 70% son acetiladores deficientes.
Por lo tanto se pretende demostrar que la poblacion mexicana tiene un fenotipo

acetilador diferente al de las poblaciones europeas.
III. JUSTIFICACION

Es bien sabido que todos los individuos corren riesgos de presentar efectos
adversos a farmacos, interacciones e incluso toxicidad, cuando se esta en un
tratamiento. Sobre todo si el tratamiento requiere de tiempos prolongados para

su efectividad.

Por lo explicado en la introduccion sabemos que el polimorfismo genético juega
un papel muy importante en cuanto a los riesgos que se pueden correr al
consumir un farmaco pero, desafortunadamente, en México hay muy poca
informacion al respecto debido mayoritariamente, a la falta de estudios
farmacogéneticos en nuestra poblacion. Ante la falta de evidencia, se da por
hecho que somos parecidos a los europeos debido a nuestro mestizaje, y se usa
la bibliografia reportada para los europeos al momento de administrar un
farmaco. Sin embargo no es posible estar seguros de que efectivamente nuestra
capacidad acetiladorasea muy parecida a la de los caucasicos y tampoco se
puede tener la certeza de que la terapéutica que se esta llevando a cabo sea

acertada.

Al llevar a cabo un estudio de fenotipo acetilador en poblacion mexicana se
puede tener una idea del comportamiento poblacional, frente a algunas
sustancias, y con respecto a farmacos, mejorar la terapéutica para algunas

enfermedades.



IV. OBJETIVO

Realizar un estudio farmacogenético preliminar en poblacion mexicana, donde
se pueda determinar fenotipicamente su capacidad como acetiladores, y

comparar semejanzas y diferencias con otras poblaciones.

Objetivos particulares
e Desarrollar un método de HPLC en el cual se permita cuantificar a la
sulfametazina y a su metabolito acetilsulfametazina en muestras de orina
de voluntarios sanos.
e Validar el método desarrollado mediante las pruebas de repetibilidad,
linealidad, precision, limite de deteccion, limite de cuantificacion y

robustez, empleando un estandar interno.



V. METODOLOGIA

Posterior a la realizacion de una busqueda bibliografica se procedera a la parte
de desarrollo y validacion de un meétodo analitico que nos permita construir

curvas de calibracion de sulfametazina y acetilsulfametazina; y que también

nos permita cuantificar ambos analitos en muestras de orina de voluntarios.

( ) ( ) ( )
Montaje de un método Construccién de
or HPLC que permita curvas de calibracion . . .
P cuantiﬁc(:]ar SIiVIZ y de AcSMZ y SMZ Validacion del método
AcSMZ en orina adicionando un montado en HPLC
humana estandar interno
. J . J . J
{ ) { ) { )
Recoleccion de las Administrar 500 mg
Inyeccion y analisis de muegtras c}e grlrlla 8h de SMZ por via oral a
muestras espues de la voluntarios sanos
administracion de (n=40)
SMZ
. J . J . J

V.I Validacion del método analitico
Una vez encontradas las condiciones de separacion del método analitico para

la determinacion de sulfametazina y acetilsulfametazina por medio de HPLC, se
recolecto orina de 5 voluntarios sanos para desarrollar y validar un método
analitico para la cuantificacion de SMZ y AcSMZ en orina humana por HPLC, a
estos voluntarios se les pidi6 que recolectaran una muestra de orina sin haber
ingerido el farmaco, sin haber consumido café o algun otro alimento y/o bebida

que contenga cafeina, y sin haber ingerido bebidas alcoholicas. El proposito de
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esto es construir un pool de orina para las curvas de calibracion de SMZ y
AcSMZ, con el fin de predecir el comportamiento de la orina en las muestras a
analizar. Cabe mencionar que estos S voluntarios sanos forman parte del
estudio, en el que posteriormente se cuantifico su capacidad acetiladora. Para
el estudio en el que cuantificamos la capacidad acetiladora se requirieron 40

voluntarios en total.

Como ya se menciondé anteriormente, el éxito en la aplicacion de la
Cromatografia de Liquidos de Alta Eficacia para un analito determinado
depende la combinacion correcta de las condiciones de operacion con esto nos
referimos a: la columna, la velocidad de flujo, la fase movil, la longitud y el

diametro de la columna.

La cantidad de los analitos de interés, que en este caso seran SMZ y AcSMZ, se
determinaran a partir de: a) determinar las condiciones de operacion para
identificar a los analitos de interés y la posterior inyeccion de las muestras en
los equipos, b) un proceso de dilucion en la matriz biologica (orina), c) la
construccion de las curvas de calibracion de los analitos de interés corregidas
con la adicion de un estandar interno, d) obtener las absorbancias de los
analitos en las muestras y extrapolarlas en la curva de calibracion realizada

previamente.

V.I.I Condiciones de separacion de las muestras
Se montara un método en un equipo de HPLC-Varian ProStar con detector

UV/VIS y una columna de 30 cm LiChrospher 100
Se evaluaron las siguientes condiciones:

I Bulffer fosfato de sodio monobasico .01 M 63% + Metanol (grado HPLC)
37% (v/v)
°T= 20 °C A= 268 nm pHbuffer=3.3

Flujo= 1 ml/min

Las muestras a probar se preparan de la siguiente manera:



1) Se preparan soluciones a una concentracion de 20 ug/ml de SMZ y
AcSMZ respectivamente, disueltas en metanol grado analitico

2) De las soluciones patron se toma una alicuota de 1 ml y se traspasa,
cada alicuota a un tubo de ensaye rotulado con el nombre de cada uno
de los respectivos analitos, donde se deja evaporando en una gradilla a
temperatura ambiente, protegido de la luz solar directa

3) Una vez que se ha evaporado por completo el metanol se procede a
reconstituir las muestras con fase movil

4) Se colocan las muestras reconstituidas en agitacion con vortéx por 30 s

5) Se procede a la inyeccion de las muestras por separado y en mezcla

La razon de haber escogido estas condiciones es que en el método desarrollado
por Villascan, en 2015, reporto condiciones que muestran separacion idonea
de sulfametazina y acetilsulfametazina. Sin embargo al inyectar ambas

muestras por separado obtuvimos los siguientes resultados.

AcSMZ SMZ

Tiempo de retencion 7.2 7.04
Tiempo de retenciéon ajustado 6.59 6.43
Factor de capacidad (k) 9.69 9.46

Tabla 3.- En esta tabla se muestran los resultados de los cromatogramas obtenidos al inyectar los analitos con el

método propuesto por Villascan, 2015. El tiempo de retencion esta dado en minutos

Como se puede observar en la tabla los tiempos de retenciéon son muy cercanos,
por lo tanto cuando se inyectaron ambos analitos en mezcla, solo se obtuvo un
pico ancho, lo cual indica que no hay separacion de las muestras. Debido a

esto se procede a probar otras condiciones.

II Buffer fosfato de sodio monobasico .01 M 77% + Acetonitrilo (grado HPLC)
23% (v/v)

°T= 20 °C A= 268 nm PHbuffer=3.3
Flujo= 0.5 ml/min



Las muestras a inyectar se preparan como se indicé para las condiciones

anteriores y se obtuvieron los siguientes resultados.

AcSMZ SMZ

Tiempo de retencion 9.5 10.37

Tiempo de retencion ajustado 8.82 9.69

Factor de capacidad (k) 12.97 14.25
Factor de separacion 1.0986

Tabla 4.- En esta tabla se muestran los resultados de los cromatogramas obtenidos al inyectar los analitos con las
nuevas condiciones. El tiempo de retenciéon esta dado en minutos. La separacion de ambos analitos es aceptable dado
que a>1

Al analizar los datos se observa que ambos analitos tienen una separacion
adecuada, sin embargo, el tiempo de las corridas se hace muy largo. Aun asi se
procede a inyectar la muestra de la matriz biolégica para determinar si el ruido

no interfiere con los analitos.
La matriz biologica se prepara para inyeccion de la siguiente manera:

1) Tomar 3 ml de pool de orina y centrifugar a 3000 rpm durante 10 min

2) Tomar 1 ml de orina centrifugada, trasvasar a un tubo de ensayo y llevar
a un volumen final de 10 ml (1:10) con fase movil

3) Agitar en el vortéx durante 30 s

4) Se procede a la inyeccion de la dilucion de la matriz biologica

Al inyectar la orina, se observo que el ruido presentaba interferencias con los
analitos de interés, antes de considerar un método de extraccion con solvente

organico de las muestras, se procedio a cambiar las condiciones nuevamente.

[II Buffer fosfato de sodio monobasico .01 M 75% + Acetonitrilo (grado HPLC)
25% (v/v)

°T= 20 °C A= 268 nm pHbuffer=3.3

Flujo= 1 ml/min



Al inyectar las muestras tanto por separado como en mezcla se obtuvieron los

siguientes resultados.

AcSMZ SMZ

Tiempo de retencion 4.81 6.10

Tiempo de retencion ajustado 4.13 5.42

Factor de capacidad (k) 6.07 7.97
Factor de separacion 1.3123

Tabla 5.- En esta tabla se muestran los resultados de los cromatogramas obtenidos al inyectar los analitos con las
nuevas condiciones. El tiempo de retencién esta dado en minutos. La separacion de ambos analitos es aceptable dado
que a>1

Al inyectar la matriz biologica de la manera descrita en el aparatado anterior, se
pudo observar que el ruido ya no interferia con nuestros analitos. Por lo que se

procedio a inyectar a ambos analitos reconstituidos en la matriz biologica de la

siguiente manera:

1) De las soluciones patréon, anteriormente preparadas, se toma una
alicuota de 1 ml y se traspasa, cada alicuota a un tubo de ensaye
rotulado con el nombre de cada uno de los respectivos analitos, donde se
deja evaporando en una gradilla a temperatura ambiente, protegido de la
luz solar directa

2) Por otra parte, tomar 3 ml de pool de orina y centrifugar a 3000 rpm
durante 10 min

3) Tomar 1 ml de orina centrifugada, trasvasar a un tubo de ensayo y llevar
a un volumen final de 10 ml (1:10) con fase movil

4) Agitar en el vortéx durante 30 s

S5) Una vez que se ha evaporado por completo el metanol se procede a
reconstituir las muestras con la dilucion de pool de orina

6) Se colocan las muestras reconstituidas en agitacion con vortéx por 30 s

7) Se procede a la inyeccion de las muestras por separado y en mezcla



V.ILII Eleccion del estandar interno
Las sustancias a probar como estandar interno se inyectaron por triplicado

bajo las mismas condiciones en las que se separé6 a la sulfametazina y
acetilsulfametazina, para posteriormente inyectarlos con los analitos y la matriz
biologica, con el fin de observar si existe alguna interferencia o interaccion
entre estos analitos. Se elaboraron soluciones de los estandares a una

concentracion de 20 pg/ml.

Se pesdo .020 g de cada estandar interno (sulfaguanidina, sulfatiazol,
sulfametoxazol y cafeina) se depositdé cada pesada en un matraz volumeétrico de
10 ml, el cual fue rotulado con el nombre del respectivo estandar y aforado con
metanol grado analitico, se mezcléo cada solucion en el vortéx durante 30 s,
posteriormente se toma una alicuota de 1 ml de la solucion preparada y se
deposita en un tubo de ensaye de S ml, para finalmente evaporar el metanol de
dicha alicuota 1ml, a bano Maria cuidando que la temperatura no sobrepase

los 60°C, se reconstituira primero con fase movil y se procedera a su inyeccion.
Las condiciones cromatograficas para todas las muestras fueron las siguientes:

Buffer fosfato de sodio monobasico .01 M 75% + Acetonitrilo (grado HPLC) 25%
(v/v)

°T= 20 °C A= 268 nm pHbuffer=3.3
Flujo= 1 ml/min

Al inyectar la sulfaguanidina, el pico del cromatograma se desdoblaba en dos,
esta sustancia se descarto como estandar interno, debido a que nuestra fase

movil no la resuelve de manera adecuada.

El sulfatiazol, presentaba sélo una senal en forma de pico Gaussiano, pero
desafortunadamente su tiempo de retencion era de 5 min e interferia con la

senal de acetilsulfametazina, de igual manera esta sustancia fue descartada.



El sulfametoxazol también presentaba una senal en forma de pico Gaussiano,
pero su tiempo de retencion era de 13.72 min, al salir con tanto tiempo de
separacion de los analitos, alargaba nuestro tiempo de corrida, por lo que se

procedio a probar con otra sustancia.

Al inyectar la cafeina fue posible notar la senal en forma de pico Gaussiano, y
que presentaba un tiempo de retencion de3.9 min, por esta razon se procedio a
inyectar la cafeina en mezcla con los analitos reconstituidos en dilucion de
orina, siendo la cafeina también reconstituida en dilucion de orina después de

ser evaporada. (Figura 10)
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Figura 10.- Cromatograma final donde se observan las interferencias propias de la orina (primer grupo de senales), el
estandar interno, cafeina (segunda senal), acetilsulfametazina (tercer sefial) y la sulfametazina corresponde a la tltima
senal

V.III Criterios de inclusion y exclusion de voluntarios
Para llevar a cabo la comparacion acetiladora en una muestra de la poblacion

mexicana sera necesario implementar un meétodo analitico y validarlo, el cual
permita cuantificar al farmaco sulfametazina y a su metabolito acetilado,
acetilsulfametazina. Para ello los voluntarios deben cumplir los siguientes

requisitos:

1. No estar bajo tratamiento con medicamentos.
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2. Ser voluntarios que no tengan alguna enfermedad cronico-degenerativa
ni que hayan cursado por alguna enfermedad hepatica o renal

3. El rango de edad sera de 20 a 40 anos.

4. El sexo no influye en la capacidad acetiladora, asi que no hay conflicto si
el voluntario es hombre o mujer. Cabe mencionar que en el caso de las
mujeres no deben encontrarse embarazadas, ni en periodo de
menstruacion o lactancia

5. No haber consumido cafeina (café, refresco de cola, chocolate o té) por lo
menos 24 h antes de la evaluacion. La cafeina al ser metabolizada por la
NAT?2 puede interferir con las muestras.

6. No haber consumido bebidas alcohélicas por lo menos 48 h antes de la
evaluacion.

7. Ser de nacionalidad mexicana y que sus bisabuelos sean mexicanos.

A los voluntarios se les informara verbalmente y por escrito, los objetivos del
proyecto y de los posibles efectos adversos que pudieran presentar al ingerir el
farmaco, una vez dado su consentimiento se les pedira que firmen una carta de
consentimiento y se les indicaran las instrucciones de la toma del farmaco, la
forma de recolectar la muestra y se les entregaran las capsulas y dos
contenedores esterilizados para toma de muestras clinicas, los cuales se les
pedira que llenen con dos muestras de orina respectivamente (blanco y
analisis).

V.IV Inicio de la validacion del método analitico para cuantificar

sulfametazina y acetilsulfametazina en orina humana
Se elaboraron 2 soluciones de sulfametazina (SMZ) y acetilsulfametazina

(AcSMZ) en metanol grado analitico, con una concentracion de 500 ug/mly 400

ug/ml cada una de la siguiente manera:

1) Se pesaron 0.005 g de sulfametazina, se depositaron en un matraz
volumeétrico de 10 mL, se afor6 con metanol grado analitico, se agité en

vortéx por 30s, se rotulo y refrigeré hasta su uso



2)

Se pesaron 0.005 g de acetilsulfametazina, se depositaron en un matraz
volumeétrico de 10 mL, se afor6 con metanol grado analitico, se agito en
vortéx por 30s, se rotulo y refrigeré hasta su uso

Se pesaron 0.004 g de sulfametazina, se depositaron en un matraz
volumeétrico de 10 mL, se afor6 con metanol grado analitico, se agito en
vortéx por 30s, se rotulo y refrigeré hasta su uso

Se pesaron 0.004 g de acetilsulfametazina, se depositaron en un matraz
volumeétrico de 10 mL, se afor6 con metanol grado analitico, se agitdé en

vortéx por 30s, se rotulo y refrigeré hasta su uso

A partir de las soluciones antes descritas se obtendran las siguientes

soluciones con las concentraciones de SMZ y AcSMZ: 3.9, 1.8, 15.6, 31.2, 62.5,

125, 250, 400 ug/ml las soluciones se haran por separado y por triplicado;

para llegar a las concentraciones mencionadas se procede de la siguiente

manera con ambos analitos:

1)

2)

3)

4)

5)

Tomar 1 ml de la solucion patron de 400 pug/ml y trasvasar a un tubo de
ensaye de S ml [400 ug/ml]
Tomar 1 ml de la soluciéon patron de SO0 ug/ml y trasvasar a un tubo de
ensaye de S ml, agregar 1 ml de metanol grado analitico y agitar en el
vortéx por 30 s [250 ug/ml]
Tomar 1 ml de la solucion patron de 250 pg/ml y trasvasar a un tubo de
ensaye de S ml, agregar 1 ml de metanol grado analitico y agitar en el
vortéx por 30 s [125 ug/ml]
Tomar 1 ml de la soluciéon patron de 125 pug/ml y trasvasar a un tubo de
ensaye de S ml, agregar 1 ml de metanol grado analitico y agitar en el
vortéx por 30 s [62.5 ug/ml|
Tomar 1 ml de la solucion patréon de 62.5 ug/ml y trasvasar a un tubo de
ensaye de S ml, agregar 1 ml de metanol grado analitico y agitar en el

vortéx por 30 s [31.2 ug/ml|



6) Tomar 1 ml de la solucion patron de 31.2 ug/ml y trasvasar a un tubo de
ensaye de S ml, agregar 1 ml de metanol grado analitico y agitar en el
vortéx por 30 s [15.6 ug/ml]

7) Tomar 1 ml de la solucion patron de 15.6 ug/ml y trasvasar a un tubo de
ensaye de S ml, agregar 1 ml de metanol grado analitico y agitar en el
vortéx por 30 s [7.8 ug/ml]

8) Tomar 1 ml de la solucion patron de 7.8 ug/ml y trasvasar a un tubo de
ensaye de S ml, agregar 1 ml de metanol grado analitico y agitar en el

vortéx por 30 s, tomar un mililitro y desechar [3.9 ug/ml|

A la par se elabor6 la solucion de cafeina (CAF, estandar interno) auna

concentracion de 20 ug/ml de la siguiente manera:

1) Se peso6 .020 g de cafeina
2) Se depositdé en un matraz volumétrico de 10 ml, el cual fue rotulado con
el nombre del respectivo estandar y aforado con metanol grado analitico,

se mezclo la solucion en el vortéx durante 30 s [20 ug/ml]

V.IV.I Linealidad del método

Se toma una alicuota de 1 ml de las soluciones patron de SMZ y AcSMZ y se
procede a obtener las concentraciones requeridas, siguiendo la metodologia
descrita en la pagina 40, 1 ml de la soluciéon de cafeina [20 ug/ml] se coloca en
otro tubo de ensayo de 5 ml. Las soluciones de SMZ y AcSMZ se tapan con
papel aluminio, el cual es perforado con una aguja, se colocan en una gradilla y
se dejan evaporar a temperatura ambiente, en un lugar fresco y protegidas de
la luz solar directa. La muestra de cafeina se evapora a bano Maria a una
temperatura de 60 °C. Una vez que las muestras se han evaporado se
reconstituyen con 1 ml de pool de orina cada una, se agitan en el vortéx por 30
s, se mezclan entre ellas en uno de los tubos, se agitan en el vortéx nuevamente
y se procede a su inyeccion. Se proceso la dilucion para la matriz biologica

segun la metodologia descrita en la pagina 35.



Los resultados obtenidos se wutilizaron para calcular los parametros de

linealidad.

V.IV.II Precision
Procesar por octuplicado tres puntos de la curva de calibracion de SMZ y

AcSMZ: 3.9, 312 y 400 ug/ml (controles bajo, medio y alto,
correspondientemente) y cargado con estandar interno CAF 20 pg/ml, para
cada una de las curvas, se proceso la dilucion para la matriz biologica segun la
metodologia descrita en la pagina 35. Con los resultados obtenidos se calculo la

desviacion estandar del area de ambos analitos.

V.IV.III Selectividad del método
Se calcularon los parametros cromatograficos que nos indicaron una correcta

separacion (factor de capacidad k, factor de separacion a) y efectividad en el
método cromatografico (factor de coleo, asimetria) Se utilizaron los datos del
experimento de precision del método, en especifico el punto de la curva de
calibracion de SMZ y AcSMZ de 31.2 ug/ml(control medio) y cargado con
estandar interno CAF 20 pg/ml.

V.IV.IV Repetibilidad
Se proceso por octuplicado el punto C1 de la curva de calibracion de SMZ y

AcSMZ a 3.9 pg/ml y CAF 20 ug/ml, se proceso la dilucion para la matriz
biologica segun la metodologia descrita en la pagina 35.A los resultados

obtenidos se le calcul6 el coeficiente de variacion del area de ambos analitos

V.IV.V Limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LQ)
Estos parametros de validacion se calcularon a partir de los resultados de las

curvas de calibracion aplicando las siguientes ecuaciones:
LD =b+ BSy/xLQ =b+ 1OSy/x

Donde b= ordenada al origen Sy/x =error estandar de estimacion de y.



V.IV.VI Robustez

Las pruebas de robustez se hicieron al tiempo de retencion de cafeina,
sulfametazina y acetilsulfametazina, ya que las senales propias de la orina se
encuentran cerca del pico del estandar interno. Estas interferencias se
observan entre 1.3 y 3.1 minutos, por lo cual se hace de particular importancia
evaluar las variaciones que pueden afectar el tiempo de retencion; cabe

recordar las condiciones 6ptimas de trabajo son:

Buffer fosfato de sodio monobasico .01 M 75% + Acetonitrilo (grado HPLC) 25%
(v/v)

°T= 20 °C A= 268 nm pPHbuffer=3.3
Flujo= 1 ml/min

Procesar por quintuplicado una muestra de orina de un voluntario cargada con

CAF 20 pug/ml, para cada uno de las siguientes condiciones modificadas:

e Porcentaje de acetonitrilo en la fase movil: 28% y 22%
e Variacion en la longitud de onda: 265nm y 271nm

e Cambio en el pH de la fase movil: 3.3y 3.6

V.IV.VII Estabilidad de las muestras

Se procedera a inyectar tres de las muestras de orina de voluntarios la cual fue
colectada después de la ingestion del farmaco y las 3 muestras de orina blanco
de cada voluntario, a las que se ha analizado previamente, al dia posterior de
su analisis, 3 dias posteriores a su analisis y una semana posterior a su

analisis y comparar su comportamiento con respecto a la muestra original.



V.V Prueba del método analitico en muestras de voluntarios sanos

Debido a que el objetivo del presente trabajo es estimar el fenotipo acetilador en
voluntarios sanos de nacionalidad mexicana, se aplicé el método desarrollado y
validado a muestras de orina, las cuales fueron colectadas antes y después de
la ingesta del farmaco. Se administrara una dosis de 500 mg de sulfametazina
a cada uno de los voluntarios, en forma de capsulas de gelatina dura de 250

mg cada una, en una sola toma.

V.V.I Instrucciones de toma del farmaco y recoleccion de muestras

Se les solicita a los voluntarios que rotulen ambos contenedores con su
nombre, edad, sexo y que a uno lo rotulen como blanco, la muestra del farmaco
debe ser recolectada antes de consumir el farmaco. Posteriormente, antes de ir
a dormir, los voluntarios deberan ingerir, en una sola toma, las dos capsulas
de sulfametazina con un vaso de agua. Al despertar el dia siguiente, en el
contenedor restante, deberan recolectar su primer orina del dia (8 horas
después de la ingesta de las capsulas), esa sera la de orina donde se espera

encontrar a los analitos de interés.

V.V.II Analisis de las muestras

En el momento en que cada uno de sus voluntarios proporcioné sus muestras
de blanco y de analisis, se procedio a procesarlas de acuerdo a la siguiente

metodologia:

1) Tomar una alicuota de 3 ml de la muestra blanco a un tubo de ensaye,
rotulado con el nombre del voluntario y la palabra blanco, y 5 ml de la
muestra de analisis a otro tubo, rotulado con el nombre del voluntario y
la palabra analisis, centrifugar a 3000 rpm durante 10 min.

2) Tomar 1 ml de la orina centrifugada de blanco y trasvasar a un tubo de

ensaye de 15 ml, rotulado de la manera descrita en el paso 1), de igual



forma tomar 1 ml de la orina centrifugada de analisis y rotular
correctamente.

3) A cada tubo se le anaden 9 ml de fase movil para diluir la matriz
biologica y se someten a agitacion en el vortéx por 30 s

4) Se procede a la inyeccion de la orina blanco, bajo las condiciones ya
establecidas del método

5) Se prepara una solucion de cafeina de 20ug/ml segun la manera descrita
en la pagina 40, se toma 1 ml, se coloca en un tubo de ensaye de 3 ml y
se evapora el metanol a bano Maria a 60 °C

6) Una vez que el metanol se ha evaporado se reconstituye el estandar
interno con la orina de analisis, previamente diluida y se procede a su

inyeccion

V.V.III Determinacion del fenotipo acetilador

Los resultados de las concentraciones determinadas en las muestras de orina,
se expresan como valores de area bajo la curva (AUC), que representan a la
intensidad de la senal generada por los analitos con respecto al tiempo, el valor
de ABC de cada analito se ajustara por el valor de AUC de estandar interno,
una vez corregidos, se determinara se la concentracion del Farmaco (SMZ) y del

Metabolito (AcSMZ) empleando la siguiente ecuacion:

(area ajustada) — (ordenada al origen)

concentracion = ( > factor de dilucion

pendiente

Donde el factor de dilucion=10

(area analito) )

area ajustada = -
area est.interno



Con los valores de las concentraciones de farmaco y de metabolito para cada
una de las muestras se calculara el indice metabdlico para obtener el fenotipo

acetilador de cada uno de los voluntarios de la siguiente manera:

concentracion del Metabolito en orina

Indice Metabolico = - -
concentracion del Farmaco en orina

Una vez que se obtuvieron los datos de indice metabodlico se les calcula el
logaritmo base 10 (log) para construir una grafica de frecuencias de indice

metabodlico vs voluntarios.

A los datos obtenidos de indice metabdlico se les hace un analisis de probits
para determinar los tentativos puntos de corte, con la finalidad de determinar
los distintos fenotipos acetiladores y la cantidad de voluntarios que
corresponden a cada fenotipo, y los porcentajes de cada uno de ellos que
representa cada uno de dichos comportamientos con respecto a la poblaciéon

total.
Analisis de probits

En probabilidad y estadistica se llama funcion probit a la inversa de la funcion
de distribucion ofuncion cuantil asociada con la distribucion normal estandar.
La funcion tiene aplicaciones en graficos estadisticos exploratorios y modelos

probit.

Para la distribucion normal estandar (a menudo denotada por N(O,1)) la funcion
de distribucion se denota comunmente por @®. & es una funcion
sigmoide continua y creciente, cuyos dominio y recorridoson el intervalo (0, 1) y

la recta real, respectivamente.

La funcion probit proporciona el calculo inverso, generando un valor de una
variable aleatoria N(O, 1) asociado a una probabilidad acumulada bajo su

curva. Formalmente, la funcion probit es la inversa de ®(z), denotada ®-1(p).

En general, ®(probit(p)) = py probit(P(z)) = z
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Este procedimiento mide la relacion entre la intensidad de respuesta (indice

acetilador) y la proporcion de la poblacion que presenta dicha respuesta.
En nuestro caso la ecuacion para determinarlo es la siguiente

Probit = (valor individual- valor medio de la poblacién)/ Desviacion estandar de

la poblacion

, (valor individual — valor medio de la poblacién)
Probit =

desviacion estandar de la poblacion



VI. RESULTADOS

VI.I Resultados de la validacion del método analitico

V.I. I Linealidad del método

Los datos crudos son obtenidos directamente del software Varian WorkStation v
0,1, incluido en el equipo cromatografico. El cociente analito/estandar interno
se calculo en Excel a partir de los datos crudos obtenidos del equipo
cromatografico, con la finalidad de minimizar los errores aleatorios atribuidos al
método analitico y de deteccion. Dichos cocientes se utilizaron después en el
paquete estadistico Statgraphics para calcular los parametros de linealidad. A
continuacion se muestran los datos crudos y los calculos en Statgraphics, para

las curvas de calibracion por triplicado.

En la grafica posterior a la tabla se muestra el resultado de la regresion lineal
aplicada al cociente de las areas de sulfametazina/cafeina y
acetilsulfametazina/cafeina, mediante el paquete estadistico Statgraphics XV
Centurion. Se anexan en esta tabla los resultados del calculo del limite de
deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LQ), obtenidos con las siguientes

ecuaciones:

LD =b+3Sy/x LQ =b+1OSy/x



Conc (pg/ml) AUCsMmz | AUCacsmz | AUCcarF | AUCsmz/AUCcAF | AUCacsmz/AUCCAF
3.9 79.9 96.2 220 0.3632 0.4373
3.9 80.1 126 215 0.3726 0.5860
3.9 81.8 147 236 0.3466 0.6229
7.8 166 192 238 0.6975 0.8067
7.8 189 220 226 0.8363 0.9735
7.8 177 224 231 0.7662 0.9697
15.6 328 478 217 1.5115 2.2028
15.6 370 410 226 1.6372 1.8142
15.6 361 416 236 1.5297 1.7627
31.2 671 781 215 3.1209 3.6326
31.2 736 832 222 3.3153 3.7477
31.2 678 835 224 3.0268 3.7277
62.5 1260 1517 239 5.2720 6.3473
62.5 1202 1662 235 5.1149 7.0723
62.5 1436 1575 224 6.4107 7.0313
125 2760 3376 232 11.8966 14.5517
125 2809 2877 222 12.6532 12.9595
125 2807 3389 236 11.8941 14.3602
250 5327 5627 236 22.5720 23.8432
250 5565 5114 231 24.0909 22.1385
250 5570 5530 236 23.6017 23.4322
400 8430 7570 224 37.6339 33.7946
400 8510 8320 227 37.4890 36.6520
400 8520 8400 226 37.6991 37.1681

Tabla 6.-En esta tabla semuestran los datos crudos al hacer por triplicado las curvas de calibracion de sulfametazina y
acetil sulfametazina adicionandoles cafeina como estandar interno, en las ultimas dos columnas se muestran los datos
de las areas bajo la curva de los analitos corregidos con el dato de area bajo la curva del estandar interno. Las areas

bajo la curva estan dadas en mVolts2seg.
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Figura 11.- Grafica de las curvas de las areas bajo la curva de sulfametazina corregidas con las areas bajo la curva del

estandar interno. Donde AUC SMZ es area bajo la curva de sulfametazina, AUC CAF es area bajo la curva de cafeina

Parametros:
Ordenada al Origen (b) 0.0645
Pendiente (m) 0.0938
Coef. de correlacién (r) 0.999537
Coef. de relacion (r?) 99.91%
Error std. de estimacién (Sy/x) 0.39058
Limite de deteccion (LD) 1.26167
Limite de deteccién (LQ) 4.05508

Tabla 7.- Resultados de los parametros de la curva de calibracion de SMZ obtenidos mediante el analisis de los datos

por el programa estadistico STATGRAPHICS XV.
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A continuacion se muestra los el calculo de la regresion lineal del conjunto de
datos de acetilsulfametazina/cafeina, con el mismo software estadistico,
también en la tabla se muestran los resultados de los calculos

correspondientes.
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Figura 12.- Grafica de las curvas de las areas bajo la curva de acetilsulfametazina corregidas con las areas bajo la

curva del estandar interno. Donde AUC AcSMZ es area bajo la curva de sulfametazina, AUC CAF es area bajo la curva

de cafeina
Ordenada al Origen (b) 0.8887
Pendiente (m) 0.0890
Coef. de Correlacion (r) 0.9961
Coef. de Relacion (r2) 99.23%
Error std. de estimacién (Sy/x) 1.09098
Limite de Deteccion (LD) 4.16164
Limite de Cuantificacion (LQ) 11.7985

Tabla 8.- Resultados de los parametros de la curva de calibracién de AcSMZ obtenidos mediante el analisis de los

datos por el programa estadistico STATGRAPHICS XV.
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VI.I.II Selectividad del método

Parametros cromatograficos que muestran la selectividad y efectividad del

método cromatografico (n=8):

Curva 1
Parametros CAF AcSMZ SMZ
Tiempo de retencion ajustado (t;) en
] 3.01 4.22 5.51
min
Factor de Capacidad (k) 4.93 6.91 9.03
Factor de Separacion (a) 1.40* 1.30™ N/A
Factor de Coleo 1.03 1.03 1.03
Factor de Asimetria 1.03 1.05 1.04
*Con respecto a AcSMZ
**Con respecto a SMZ
Curva 2
Parametros CAF AcSMZ SMZ
Tiempo de retencion ajustado (t;’) en
] 3.09 4.5 5.38
min
Factor de Capacidad (k) 5.06 7.37 9.55
Factor de Separacion (a) 1.45* 1.29™ N/A
Factor de Coleo 1.03 1.03 1.02
Factor de Asimetria 1.04 1.05 1.04

*Con respecto a AcSMZ

**Con respecto a SMZ
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Curva 3

Parametros CAF AcSMZ SMZ
Tiempo de retencion ajustado (t;) en

) 3.22 4.73 6.06

min
Factor de Capacidad (k) 5.27 7.75 9.93
Factor de Separacion (a) 1.46* 1.28™ N/A
Factor de Coleo 1.03 1.02 1.02
Factor de Asimetria 1.05 1.04 0.96

*Con respecto a AcSMZ

**Con respecto a SMZ

VLLIII Limite de cuantificacion y limite de deteccion

Parametros

Sulfametazina

Acetilsulfametazina

Limite de deteccion (LD)

1.2617 pg/ml

4.1616 pg/ml

Limite de Cuantificacion

(LQ)

4.0551 pg/ml

11.7985 ug/ml

VI.I.IV Precision

Curva 1
Control Bajo Medio Alto
s SMZ 0.1275 0.1915 2.4278
s AcSMZ 0.0159 0.2106 2.8891
Curva 2
Control Bajo Medio Alto
s SMZ 0.0269 0.2065 0.7559
s AcSMZ 0.0308 0.2257 0.5781
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Curva 3

Control Bajo Medio Alto
s SMZ 0.01784 0.0621 1.0822
s AcSMZ 0.0196 0.0837 0.8059
VI.I.V Repetibilidad
Curva 1
Parametro SMZ AcSMZ
Coeficiente de variacion
de AUC 8.3467 0.9015
Curva 2
Parametro SMZ AcSMZ
Coeficiente de variacion de
AUC 8.0975 5.2758
Curva 3
Parametro SMZ AcSMZ
Coeficiente de variacion de
AUC 4.8474 3.0312
VI.I.V Robustez
Parametros Tr Cafeina TR Sulfametazina . I .
Acetilsulfametazina
% de 20% | 28% | 22% | 28% | 22% 28%
acetonitrilo
en la} fgse 4.7 min | 3.6 min 8'4}7 5.19 min 5'99 3.99 min
movil min min
Variacion de |265 nm | 271 nm |265nm | 271 nm | 265 nm | 271 nm
la longitud de [ e I i VG Rt I N P Cpee o
onda min min min
Variacion de 4 5 4 5 4 5
pH del buffer | --—-— | - | o | e | e | e




No fue posible determinar la robustez para el parametro de variacion de pH del
buffer debido a que al aumentar o disminuir en 0.5 el pH, el equipo comenzaba
a aumentar drasticamente la presion del sistema, lo que no permitia que se
completara la corrida de la muestra debido a que el equipo se detenia al

alcanzar su limite de presion para la bomba.

A continuacion se muestran las graficas obtenidas de estos experimentos de

robustez al tiempo de retencion.
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Figura 11.- Grafico que muestran las variaciones del tiempo de retenciéon ajustado frente las modificaciones del

porcentaje de acetonitrilo para probar la robustez del método.
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Figura 12.- Grafico que muestran las variaciones del tiempo de retencion ajustado frente las modificaciones de la
longitud de onda para probar la robustez del método.

VI.I.VI Estabilidad de las muestras

Al hacer el ensayo de estabilidad de las muestras al inyectarlas al dia siguiente
de su analisis, al igual que a los 3 dias posteriores a su analisis no se
observaron cambios en ninguno de sus parametros. Sin embargo al hacer la
inyeccion de la muestra una semana después de su analisis, no es posible
cuantificar a los analitos de interés debido que los picos del cromatograma se

observan achatados.

VIL.II Resultados obtenidos para analisis de muestras de voluntarios
A continuacion se presenta una tabla donde se muestran los datos obtenidos

de concentraciones obtenidas para los voluntarios, asi como su indice
metabolico, el log del indice metabodlico y los probits. La tabla completa se

encuentra en el anexo 111

SMZ AcSMZ
Voluntario | Conc. ug | Conc. ug (M)/(F) Log M/F | Probits
1 144.3883 | 354.2728 | 2.4536 0.38981| 5.46182
2 119.4949 | 265.3350 | 2.2205 0.34645| 5.30749
3 133.7016 | 376.9175 | 2.8191 0.45011| 5.70375
4 300.7028 | 173.4106 | 0.5767 -0.23906 4.2194
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5 138.6577 | 317.4457 | 2.2894 0.35973| 5.35313
6 143.2746 | 204.8891 | 1.4300 0.15535| 4.78427
7 35.9415 | 256.4420 | 7.1350 0.85339| 8.56063
8 143.8184 | 231.5212 | 1.6098 0.20678| 4.90327
9 52.7696 | 122.9350 | 2.3297 0.36729| 5.37977
10 127.3379 | 152.6290 | 1.1986 0.07868| 4.63108
11 61.2092 | 127.2281 | 2.0786 0.31777| 5.21357
12 132.5044 | 58.5473 0.4419 -0.35472| 4.13014
13 217.6938 | 191.3631 | 0.8790 -0.05599| 4.41954
14 208.5740 | 71.2374 0.3415 -0.46655| 4.06375
15 110.0052 | 317.8163 | 2.8891 0.46076| 5.75009
16 237.1437 | 32.9506 0.1389 -0.85715| 3.92964
17 172.7959 | 293.3082 | 1.6974 0.22979| 4.96126
18 76.5702 | 201.5949 | 2.6328 0.42042| 5.58044
19 251.3723 | 104.6346 | 0.4163 -0.38064 4.1132
20 223.5526 | 79.5514 0.3559 -0.44873| 4.07322
21 43.1385 | 89.7033 2.0794 0.31794| 5.21413
22 203.6190 | 78.0868 0.3835 -0.41624| 4.09151
23 76.0581 | 145.9829 | 1.9194 0.28316| 5.10817
24 121.7716 | 102.5532 | 0.8422 -0.0746| 4.39514
25 61.8849 | 96.9815 1.5671 0.1951| 4.87501
26 80.5677 | 194.4006 | 2.4129 0.38254| 5.43486
27 207.7672 | 113.4296 | 0.5459 -0.26285| 4.19905
28 53.2868 | 108.4930 | 2.0360 0.30878| 5.18539
29 245.6766 | 69.7845 0.2841 -0.5466| 4.02569
30 28.3303 | 164.7225 | 5.8144 0.7645| 7.68644
31 51.6631 | 67.9321 1.3149 0.11889| 4.70806
32 310.9204 | 58.6104 0.1885 -0.72467| 3.96244
33 97.6283 | 301.3093 | 3.0863 0.48944| 5.88062
34 109.6568 | 390.0191 | 3.5567 0.55105| 6.19202
35 250.3152 | 392.8322 | 1.5693 0.19572| 4.87649
36 560.5773 | 448.5584 | 0.8002 -0.09682| 4.36733
37 343.8354 | 93.4321 0.2717 -0.56585| 4.01754
38 41.9640 | 54.0886 1.2889 0.11023| 4.69086
39 38.2238 | 161.0233 | 4.2126 0.62456 6.6262
40 453.2560 | 122.1519 | 0.2695 -0.56944| 4.01606

Para la grafica de frecuencias se obtuvieron los siguientes resultados:
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Figura 13.- Grafica de frecuencia del comportamiento de los voluntarios con respecto al log del indice acetilador, la

linea roja expresa el comportamiento de una distribucion normal

Los datos obtenidos de la grafica de probits se representan en la siguiente

grafica.



PR

Probits

Acetilsulfametazina
Sulfametazina

Log

1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Figura 14.- Grafica de probits con respecto a su indice metabdlico. La linea roja muestra un comportamiento normal,

las mismas punteadas sefialan los puntos de inflexién para cada uno de los distintos comportamientos.

Los puntos de inflexion en la grafica de probits, son considerados los puntos de

corte de la poblacion, que denotan comportamientos diferentes, podemos

observar 4 comportamientos, diferentes y por lo tanto los puntos de corte

tentativos son los siguientes:

e -0.9 a-0.1 acetiladores lentos
e -0.1 a 0 acetiladores intermedios
e 0 a 0.5 acetiladores rapidos

e 0.5 0.9 acetiladores ultra rapidos

Los resultados al clasificar a los voluntarios con los puntos de corte anteriores

son los siguientes:

Lentos 13 32.5
Intermedios 3 7.5
Rapidos 20 50
Ultra rapidos 4 10

Tabla 9.- Clasificacion de los voluntarios que se presentaron para la determinaciéon del fenotipo acetilador en el

presente estudio. Los datos de porcentaje estan dados con respecto a n=40 que corresponde al numero de voluntarios
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

Desarrollo y validacion del método analitico

Se seleccionaron de inicio las condiciones cromatograficas propuestas en el
meétodo desarrollado por Villascan Rodriguez, 2015, con éstas condiciones se
obtuvieron los primeros cromatogramas y a partir de ellos se comenzaron a
hacer modificaciones para lograr la adecuada separacion de los analitos de
interés. La principal diferencia en el montaje del método fue el tipo de columna,
el método de Villascan Rodriguez, 2015, asi como la bibliografia consultada
donde se proponen métodos cromatograficos utilizan una columna de fase
reversa C18, y la que se utilizo para desarrollar el presente trabajo es una

columna de fase reversa C8 de marca LiChrosphere 100.

Debido a esto las modificaciones que se efectuaron fueron hechas con respecto
a la composicion de la fase movil, que es unofactores principales que afectan el

factor de separacion de los analitos en la técnica de HPLC.

Cuando se hicieron las modificaciones, se cambio el solvente organico metanol,
por acetonitrilo, manteniendo al buffer en la misma concentracion y valor de
pH, con el objeto de mejorar la resolucion y/o separacion de los analitos de

interés (sulfametazina y acetilsulfametazina).

Con el fin de minimizar las interferencias que se pueden presentar al analizar
las muestras, siempre se procede a un tratamiento de la matriz biolégica. Sin
embargo los procesos reportados en la bibliografia son muy complejos y un

minimo error puede provocar pérdida de nuestros analitos de interés.

Al hacer los cambios en las condiciones cromatograficas ademas de encontrar
las condiciones adecuadas de separacion de los analitos, se pretendia encontrar

la manera de hacer lo mas simple posible el tratamiento de la matriz biologica.

De los cromatogramas que se obtuvieron al inyectar la matriz biologica sola y la

matriz biologica cargada con los analitos de interés, es importante mencionar



que a la matriz biologica se le tuvo que hacer un tratamiento previo a su
inyeccion, en este caso una dilucion debido a que ciertas sustancias propias de
la matriz biologica (interferencias) impiden la adecuada cuantificacion de

sulfametazina y acetilsulfametazina.

Al llevar a cabo los analisis estadisticos aplicados a ambas curvas de
calibracion del método desarrollado para determinar sulfametazina vy
acetilsulfametazina, es posible observar que no existen diferencias significativas

en los parametros estadisticos que pudieran invalidar el proceso.

Para las condiciones del presente método, a diferencia de los reportados en la
bibliografia, no es necesaria una extraccion, o serie de extracciones con
solvente organico a las muestras, simplemente basta con una dilucion de la

muestra con la fase movil a utilizar.

Es posible mencionar que el método desarrollado cumple con los requisitos de
linealidad, selectividad, repetibilidad y robustez. Con respecto a los parametros
cromatograficos se observa que los valores de factor de capacidad (k),
separacion (a), factor de coleo (Ty y asimetria (As) se encuentran dentro de lo

aceptable reportado en la bibliografia. (Ver tablas 7 y 8)

Es importante mencionar que en la prueba de robustez, el método
cromatografico es muy susceptible a cambios de pH por lo que se debe tener

especial cuidado con ésta condicion.

Fenotipo acetilador

La grafica de frecuencia con respecto al indice metabdlico, permitio observar
que la distribucion de la capacidad acetiladora no es representado por una
curva de distribucion normal, un analisis alterno es determinar el valor de
asimetria de los datos, este valor fue de 0.428385, se propone que un valor
diferente a cero, significa que el comportamiento de la poblacion considerada

no es representado por la curva de distribucion normal.



Aun cuando no sigue un comportamiento normal, no es posible reconocer con
cierta precision, si el comportamiento es bimodal, o polimodal, por esta razon
se efectuia el analisis por probits , si la distribucion es normal obtenemos una
linea recta, si la distribucion no es normal, se considera que cada punto de
inflexion representa un comportamiento particular de algunos miembros de la
poblacion total, en nuestro caso en la figura observamos 4 tipos de
comportamientos diferentes, en la tabla se presentan los porcentajes por

cada subpoblacion.

El porcentaje de acetiladores lentos es de 37.5%, siendo parecido al fenotipo
acetilador que se ha observado en poblaciones chinas. (Ver Tabla 9 y Figuras

11y 12)



VIII. CONCLUSION

En cuanto a nuestro método montado por HPLC podemos concluir que las
condiciones son adecuadas para la cuantificacion de los analitos de interés en
muestras de orina humana y que cumple los criterios de validaciéon, lo cual
permite evaluar el fenotipo acetilador en muestras de orina en la poblacion de

interés.

Con respecto al fenotipo acetilador, podemos concluir que la hipotesis
propuesta es acertada debido a que, de acuerdo a los resultados obtenidos se
observaron diferencias entre el fenotipo acetilador de la poblaciéon europea con
respecto a la poblacion evaluada en éste estudio (mexicanos). El fenotipo
acetilador en la poblacion mexicana es prevalentemente rapido y mas parecido

al que se ha observado en poblaciones asiaticas, principalmente en chinos.
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X. ANEXOS

Anexo I.- Acta de Consentimiento
FACULTAD DE CIENCIAS QUfMICAS

DEPARTAMENTO DE FARMACIA
Laboratorio de Biofarmacia y Farmacocinética
ACTA DE CONSENTIMIENTO

El (La) que suscribe de anos de

edad, en pleno uso de mis facultades fisicas y mentales, declaro haber sido
invitado a participar como sujeto experimental en el proyecto EVALUACION
PREELIMINAR DEL FENOTIPO ACETILADOR DE SULFAMETAZINA Y
ACETILSULFAMETAZINA EN ORINA, EMPLEANDO UN METODO POR HPLC.

Para este fin he sido informado (a) en forma amplia y clara que recibiré 500 mg
de Sulfametazina en forma de capsulas de gelatina dura de 250 mg cada una.
Asi mismo recolectaré una muestra antes de ingerir el farmaco (22:00 hrs.
aproximadamente) y entregaré ambas muestras (blanco y muestra) al dia
siguiente. Todo ello es con el proposito de realizar el presente estudio y qué el
unico fin es el de colaborar con la determinacion de la capacidad acetiladora.
Ademas que se me ha informado que los riesgos de esta administracion pueden

consistir en nauseas, vomitos y/o diarrea.

Asi mismo he informado que no padeci ninguna enfermedad que dane el
higado, no tengo enfermedades cronicas, no estoy en tratamiento con farmacos,
y tampoco presento hipersensibilidad a las sulfas. Al participar en este estudio
me comprometo a no ingerir bebidas alcohdlicas, ni consumir chocolate, café,

ni ningun otro alimento y/o bebida que contenga cafeina.

Por lo anterior expreso libremente y sin ningun tipo de coercion mi buena y

sana voluntad de cooperacion para el desarrollo del presente trabajo.



Por ultimo es conveniente mencionar, que puedo retirarme en cualquier

momento si asi lo considero prudente.

H. Puebla de Z a de del 20

Firma del Voluntario Firma del Profesor

Firma del Testigo Firma del Testigo



Anexo II.- Ejemplos de Actas de Consentimiento Firmadas

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
DEPARTAMENTO DE FARMACIA
Laboratorio de Biofarmacia y Farmacocinética
ACTA DE CONSENTIMIENTO

El (La) que suscribe de anos de

edad, en pleno uso de mis facultades fisicas y mentales, declaro haber sido
invitado a participar como sujeto experimental en el proyecto EVALUACION
PREELIMINAR DEL FENOTIPO ACETILADOR DE SULFAMETAZINA Y
ACETILSULFAMETAZINA EN ORINA, EMPLEANDO UN METODO POR HPLC.

Para este fin he sido informado (a) en forma amplia y clara que recibiré 500 mg
de Sulfametazina en forma de capsulas de gelatina dura de 250 mg cada una.
Asi mismo recolectaré una muestra antes de ingerir el farmaco (22:00 hrs.
aproximadamente) y entregaré ambas muestras (blanco y muestra) al dia
siguiente. Todo ello es con el proposito de realizar el presente estudio y qué el
unico fin es el de colaborar con la determinacion de la capacidad acetiladora.
Ademas que se me ha informado que los riesgos de esta administracion pueden

consistir en nauseas, vomitos y/o diarrea.

Asi mismo he informado que no padeci ninguna enfermedad que dane el
higado, no tengo enfermedades cronicas, no estoy en tratamiento con farmacos,
y tampoco presento hipersensibilidad a las sulfas. Al participar en este estudio
me comprometo a no ingerir bebidas alcohodlicas, ni consumir chocolate, café,

ni ningun otro alimento y/o bebida que contenga cafeina.

Por lo anterior expreso libremente y sin ningun tipo de coercion mi buena y

sana voluntad de cooperacion para el desarrollo del presente trabajo.

Por ultimo es conveniente mencionar, que puedo retirarme en cualquier

momento si asi lo considero prudente.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
DEPARTAMENTO DE FARMACIA
Laboratorio de Biofarmacia y Farmacocinética
ACTA DE CONSENTIMIENTO

El (La) que suscribe de anos de

edad, en pleno uso de mis facultades fisicas y mentales, declaro haber sido
invitado a participar como sujeto experimental en el proyecto EVALUACION
PREELIMINAR DEL FENOTIPO ACETILADOR DE SULFAMETAZINA Y
ACETILSULFAMETAZINA EN ORINA, EMPLEANDO UN METODO POR HPLC.

Para este fin he sido informado (a) en forma amplia y clara que recibiré 500 mg
de Sulfametazina en forma de capsulas de gelatina dura de 250 mg cada una.
Asi mismo recolectaré una muestra antes de ingerir el farmaco (22:00 hrs.
aproximadamente) y entregaré ambas muestras (blanco y muestra) al dia
siguiente. Todo ello es con el proposito de realizar el presente estudio y qué el
unico fin es el de colaborar con la determinacion de la capacidad acetiladora.
Ademas que se me ha informado que los riesgos de esta administracion pueden

consistir en nauseas, vomitos y/o diarrea.

Asi mismo he informado que no padeci ninguna enfermedad que dane el
higado, ni renal, no tengo enfermedades cronicas, no estoy en tratamiento con
farmacos, y tampoco presento hipersensibilidad a las sulfas. Al participar en
este estudio me comprometo a no ingerir bebidas alcohodlicas, ni consumir

chocolate, café, ni ningin otro alimento y/o bebida que contenga cafeina.

Por lo anterior expreso libremente y sin ningun tipo de coercion mi buena y

sana voluntad de cooperacion para el desarrollo del presente trabajo.

Por ultimo es conveniente mencionar, que puedo retirarme en cualquier

momento si asi lo considero prudente.
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Anexo III.- Tabla de los resultados obtenidos al analizar las muestras de voluntarios sanos

SMZ AcSMZ
AUC AUC AUC
Voluntario | AUC SMZ AcSMZ AUC CAF | SMZ/AUC |AcSMZ/AUC | Conc. ug Conc. ug | [M]/[F] Log M/F Probits

CAF CAF
1 245 7546 239 1,0251 31,5732 144,3883 | 354,2728 | 2,4536 | 0,389805748| 5,4618175
2 217 5941 251 0,8645 23,6693 119,4949 | 265,3350 | 2,2205 | 0,346445347| 5,3074924
3 240 8430 251 0,9562 33,5857 133,7016 | 376,9175 | 2,8191 | 0,450109697| 5,7037475
4 610 4650 300 2,0333 15,5000 300,7028 | 173,4106 | 0,5767 |-0,239061893| 4,2193955
5 250 7160 253 0,9881 28,3004 138,6577 | 317,4457 | 2,2894 | 0,359725332| 5,3531315
6 284 5105 279 1,0179 18,2975 143,2746 | 204,8891 | 1,4300 | 0,155349583| 4,7842729
7 91,5 6429 281 0,3256 22,8790 35,9415 | 256,4420 | 7,1350 | 0,853392826| 8,5606259
8 286 5786 280 1,0214 20,6643 143,8184 | 231,5212 | 1,6098 | 0,206776292| 4,9032718
9 122 3095 281 0,4342 11,0142 52,7696 122,9350 | 2,3297 | 0,367292079 5,379767
10 248 3700 271 0,9151 13,6531 127,3379 | 152,6290 | 1,1986 0,07867945| 4,6310788
11 150 3498,5 307 0,4886 11,3958 61,2092 127,2281 | 2,0786 | 0,317766491| 5,2135667
12 276 1540 291 0,9485 5,2921 132,5044 | 58,5473 | 0,4419 | -0,354723739| 4,1301436
13 361 4120 241 1,4979 17,0954 217,6938 | 191,3631 | 0,8790 | -0,055988033| 4,4195428
14 449 2003 312 1,4391 06,4199 208,5740 | 71,2374 | 0,3415 | -0,466551917| 4,0637464
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15 241 8500 300 0,8033 28,3333 110,0052 | 317,8163 | 2,8891 0,46076306| 5,7500892
16 375 697 231 1,6234 3,0173 237,1437 | 32,9506 | 0,1389 -0,85714876 3,929638
17 319 6905 264 1,2083 26,1553 172,7959 | 293,3082 | 1,6974 | 0,229790912| 4,9612648
18 124 3799 211 0,5877 18,0047 76,5702 | 201,5949 | 2,6328 | 0,420419831| 5,5804385
19 566 3098 330 1,7152 9,3879 251,3723 | 104,6346 | 0,4163 | -0,380642061| 4,1131992
20 387 1804 252 1,5357 7,1587 223,5526 | 79,5514 | 0,3559 |-0,448732072| 4,0732159
21 103,8 2249 279 0,3720 8,0609 43,1385 89,7033 | 2,0794 | 0,317943851| 5,2141288
22 394 1968 280 1,4071 7,0286 203,6190 | 78,0868 | 0,3835 | -0,416240932| 4,0915145
23 187 4180 320 0,5844 13,0625 76,0581 145,9829 | 1,9194 | 0,283156278| 5,1081722
24 182 1905 207 0,8792 9,2029 121,7716 | 102,5532 | 0,8422 | -0,074597131| 4,3951364
25 140 2473 284 0,4930 8,7077 61,8849 96,9815 1,5671 0,195104078| 4,8750136
26 159,5 4515 260 0,6135 17,3654 80,5677 194,4006 | 2,4129 | 0,382536824| 5,4348597
27 423 3000 295 1,4339 10,1695 207,7672 | 113,4296 | 0,5459 | -0,262850415| 4,1990484
28 91 2024 208 0,4375 9,7308 53,2868 108,4930 | 2,0360 | 0,308781735| 5,1853942
29 381 1428 227 1,6784 6,2907 245,6766 | 69,7845 | 0,2841 | -0,546604802| 4,0256879
30 81,3 4330 294 0,2765 14,7279 28,3303 164,7225 | 5,8144 | 0,764501407| 7,6864431
31 94,8 1360 222 0,4270 6,1261 51,6631 67,9321 1,3149 | 0,118894565| 4,7080572
32 550 1388 262 2,0992 5,2977 310,9204 | 58,6104 | 0,1885 | -0,724674239| 3,9624431

75




33 157 5830 217 0,7235 26,8664 97,6283 | 301,3093 | 3,0863 0,489437| 5,8806172
34 1720 8340 240 7,1667 34,7500 109,6568 | 390,0191 | 3,5567 | 0,551050152| 6,1920172
35 410 8400 240 1,7083 35,0000 250,3152 | 392,8322 | 1,5693 | 0,195719808| 4,8764854
36 779 8390 210 3,7095 39,9524 560,5773 | 448,5584 | 0,8002 | -0,096816585| 4,3673321
37 601 2182 260 2,3115 8,3923 343,8354 | 93,4321 0,2717 | -0,565854662| 4,0175358
38 141 2154 222 0,6351 9,7027 41,9640 54,0886 1,2889 | 0,110229006| 4,6908622
39 79,3 3355 233 0,3403 14,3991 38,2238 161,0233 | 4,2126 | 0,624555178| 6,6262028
40 872 3163 289 3,0173 10,9446 453,2560 | 122,1519 | 0,2695 | -0,569443418| 4,0160556
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Anexo IV. Material ocupado para la cuantificacion del sulfametazina y
acetilsulfametazina en orina humana

INSTRUMENTOS Y SOFTWARE

INSTRUMENTO O SOFTWARE

MARCA VERSION
HPLC VARIAN VARIAN PROSTAR 210
UV DETECTOR JASCO V-530
SOFTWARE ESTADISTICO STATGRAPHICS CENTURION XV
STATGRAPHICS
SOLVENTES
SOLVENTE GRADO MARCA LOTE
Metanol Analitico Quimica Meyer B0908860
Acetonitrilo HPLC Fermont H13C52
Metanol HPLC Fermont CY496
REACTIVOS
REACTIVO MARCA LOTE
Fosfato monobasico de J. T. Baker X06C14
potasio
Hidroxido de Sodio J. T. Baker 9721-03
Acido Clorhidrico Golden Bell 2MO01368
Acido Fosforico Omnichem 220216
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EQUIPO

EQUIPO MARCA MODELO
Pipeta automatica 1000uL Jencons Sealpette CT48339
Pipeta automatica 100 pL Jencons Sealpette ES28013
Balanza Analitica Startorius BP1218
pH metro Corning 430
Bomba de Vacio Welch 1400
Parrilla Eléctrica Thermolyne SP46925
Centrifuga SolBat J-500
Sonicador Branson 2510
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