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RESUMEN

M.C. Lucia Yareli Colunga Gounzilez Fecha de graduaciém: Febrero del 2005
Universidad Autinoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Titulo del estudio: DESARROLLO ¥ VALIDACION DE METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION
DE GATIFLOXACINA EN LIQUIDO SEMINAL DE PACIENTES CON INFERTILIDAD

Nidmero de piginas: 107 Candidata para el grado de Doctor en Ciencias
con especialided en Quimica Biomédics

Area de estudio: Quimica Analitica.

Prapidsite y Método de Estudio

La Gatifloxacina es una 8-metoxifluoroquinolona, que se¢ ha utilizado como traamiento de
infecciones del tracto genital masculino, causadas por Chlamydia y Mycoplasma, los cusles, se han
encontrado presentes ea casos de infertilidad donde la infeccién crénica es asintomitica. Por lo cual,
resultan de sumo interés, tanto las prucbas para la deteccion de estos microorganismos, coma las pruebas
pars supervisar los tracamieatus empleados para su erradicasidn,

El objetivo de este trabajo fue desarrollar y validar métodos analiticos para deserminar gatifloxacina
en liguido seminal. Las técaicas utilizadas fueron la Espectrofluorimetria, la Espectroscopia UV-VIS y la
Cromatagrafia de Liquidos de Alta Resolucidn (HPLC) con detectores de arregla de diados (DAD) y de
fluorescencia. Para la ¢omparacidn de los méwdos se¢ consideraron dos pardmetros: 1a sensibilidad y la
precision.

El tratamiento de muestra empleado fue la precipitacién de proteinas con ecetonitrila, Con el método
de Espectrofluorimetria, se envontrd un limite de cuantificacidn 0.2 gg/mL. La precisidn del métado fue
de 1.3 % y el parceataje de recuperacidn de 62 % & 10. La técnica de Espectroscopia UV-VIS na fue lo
suficientemente sensible para la determinacidn del farmaco en la mairiz biclogica. Y por altimo,
empleando HPLC, los limites de cuantificacién para ¢l DAD y de fluorescencia fueron 2.3 y 0.03 pg/mL,
respectivamente, la precision de los métodos fue de 3.4 % para DAD y 2.8 % para fluoresceacia. El
porcentaje de recuperacidn fue de 95 Ya & LD para ambaos. Las muestras de liquide seminal son estables al
menos por 60 dias en congelacion a—14 °C,

Conclusiones y Contribucicnes

El métado desarrollado y validado para HPLC con detector de fluorcscencia presents mayor
scosibilidnd. El método desarrollade y validado por Espectrofluorimetria es més ripido, sencillo ¥
econdmico. Ambos permiten la cuantificacion de gatifloxscina en liquido semival de pacientes en
tratamienio y padeian aplicarse a otras muestras bioldgicas, si s¢ desanolla el tratamicnto para (48 mismas,

FIRMA DEL DIRECTOR
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INTRODUCCION

Desde el principio de los tiempos, el hombre ha estado expuesto a un sin aimero
de microorganismos que pueden alterar su triada ecologica, de ahi que la biusqueds de
nuevas formulaciones que le permitan erradicar dichos microorganismos resulta de suma
importancia para su propie bienestar. A lo lango del tiempo, los agentes patdgencs
también han luchado por su supervivencia, volviéndose resistentes a dichas
formulaciones por lo quc la bisqueda de nuevos farmacos, altamente efectivos contra el
MICTOOTEENISMO € Nocuos para et ser humano, ciema un circule lnterminable entre

investigadores y patdgenos.

Los agentes antimicrobianos se clasifican en naturales, semisintéticos y
smtéticos, segun su ongen. Los primeros, se obtienen directamente de fuemtes
biologicas; los segundos, se¢ obtienen imicialmente de fuentes biologicas y
posteriormente son modificados por uno 0 mas pasos de sintesis, estos compuestos son
en realidad creados sintéticamente. Y por iltimo, los terceros, cuyo origen, como su

nombre lo indica, es netamente sintético (Gringauz, 1997).



1.1 Quinolonas

Dentro del grupo de compuestos antimicrobianos sintéticos se encuentran las
quinolonas, fairmacos con actividad antimicrobiana, que se caracterizan por un anillo N-
alquil-3-carboxipirdo4-ona, unido a un segundo anillo aromatico con ouos

sustituyentes.

La estructura de todas las quinolonas de importancia clinica se basa en las
modificaciones realizadas sobre un sistema biciclico que puede corresponder a un nucleo
de quinolona (Figura la), o bien a un nicleo de naftindona (Figura 1b). El nicleo base
de las quinoionas posee un nitrégeno en la posicién 1 del anillo, un sustituyente oxigeno
en la posicion 4 y un sustituyente fliior en la posiciém 6, por el cual toman el nombre de
fluoroquinolonas; mientuas que el nicleo base de maftiridona posee, ademis, un grupo
carboxilo como sustituyente en [a posicién 3 y un nitrogeno mas en la posicion 8 del

anillo.

! i
'i' N
: )
a) Nidleo de quinotona b) Nicleo de naftiridona

Figura 1. Estructuras base de las qumolonas.



La pmera quinolona que salid al mercado en 1965 fue el acido nalidixico
(Figura 2), el cual, es efectivo contra bacterias gramnegativas y se usé como tratamiento
oral para infecciones del tracto urinario, pero presenta un espectro clinico limitado. Un
daw curioso de este compuesto, es que fue aislado como una impureza durante la

sintesis de la cloroquina usada pam el tratamiento de la malana (Foye, er al., 1995,

Gringauz, 1997).

COOH

CH,CH,

Figura 2, Estructura del acido nalidixico,

Una década mds tarde, surgié la [lantada primera gemeracion de quinglonas entre
las que encontramos el 4cido oxalinico, la cinoxacina y la droxacina A pesar de
considerarse de amplio espectro, quedaron en desuso debido a que se unen am;aliamente
a proteinas dequés de su ingestidn oral, lo cual les concede una vida media larga, pero
no [es permite entrar en los compartumentos libres de proteinas como el tracto unnario,
Para aumentar su potencia se recomendaba usar dosis altas, 1o que trajo consigo efectos

colaterales como trastomnos digestivos, disfuncién visual y erupciones. Estos firmacos se
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consideran proconvulsivantes y fotosensibilizadores para individuos susceptibles (Foye,

etal., 1995; Gringauz, 1997).

Tiempo después aparece la segunda generacién de quinolonas, donde
encontramos la rosaxacina, el acido piromidico y el dcido pipemidico, los cuales siguen
restningidos para comparumentos libres de proteinas (Foye, et al., 1995, Gningauz,

1997).

1.2 Flugroquinolonas

Fue hasta el descubrimiento de las fluoroquinclonas, después de realizar un
extenso estudio de relacion estructura actividad, que se contd can firmacos que despues
de su ingestidn oral, no se unen fuertemente a proteipas, son de amplio espectro y tienen
vida media larga. La pnncipal representante de este grupo es la norfloxacina (I*
generacion) descubierta en 1986, con una actividad antimicrobiana 16 a 500 veces mas
alta que el acdo nalidiaco. Posteriormente, se introdujeron al mercado la
ciprofloxacina, la pefloxacina, la fleroxacina, la amifloxacina y la enoxacina; seguidas
por la ofloxacina y la lomefloxacina. Mas adelante surgio ta levofloxacina que es el
isbmero S-(-) de la ofloxacina, le siguen la temafloxacia la clmafloxacina, la
trovafloxacina y 1a tosufloxscma. Actushmente la moxifloxacma, gemufioxacmna,

balofloxacina, grepafloxacina y pazufloxacina son representantes de la Gltima



generacion de fluoroquinolonas (Foye, et al,, 1995; Gringauz, 1997, Rubmstein, 2001).

Las estructuras de los finmacos antes mencionados se muestran en el APENDICE A.

1.2.1 Relacion estructura-actividad

Para que este tipo de medicamentos conserve su actividad, el nucleo de nitrogeno
de la posicion 1 no puede ser reemplazado; sin embargo, pueden unirse a él diferentes
sustituyentes, la mayoria de estos compuestos conservan en las posiciones 4 y 6 un
oxigena y un fluor respectivamente, mientras que el resto de las posiciones en el anillo
pueden ser ocupadas por diferentes sustituyentes (Rubinstein, 2001), se tiene asi, que las
modificaciones hechas para crear auevas fluoroquinolonas parten de la siguiente

estructura base (Figura 3).

COOH

Ry

Figura 3. Esqueleto base de las fluoroquinolonas.

Rubinstemn en el 2001 reportd la relacién entre los sustituyentes y la actividad de

las fluoroquinolonas. Cada una de las posiciones el anillo esti relacionada con



6

actividades especificas, por ejernplo: la posicién 1 esta relacionada com la potencia y la
farmacocinética del fiirmaco, la posicion 2 se relaciona con la union a la DNA girasa,
Los grupos carboxilo y carbonilo de las posiciones 3 y 4 respectivamente, son esenciales
para Lz actividad antibacteriana pues de ellos depende la unidn a la DNA girasa y el
wransporte a la bactena. La posicidon 5 controla la potencia y la actividad contra bacterias
grampositivas, actividad que se incrementa en este orden (segun el sustituyente) OH < F
< Cl < OCH;3 < NH < CHs. El fluor en la posicion 6 controla la union a la DNA girasa y
la potencia del medicamento, mientras que la posicion 7 esta involucrada con la
potencia, su espectro antibacterial y su farmacocinética, los sustituyentes en C-7 pueden
interactuar con enzimas bacterianas y podrian estar involucrados con la permeabilidad
hacia la célula bacteriana. La posicion 8 est asociada a la farmacocinética y a la
actividad contra bactenas anaerdbicas (Rubiastein, 2001). El mecamusmeo de accion se

describe en el apartado 1.3.6.

1.2.2 Efectos adversos

Del mismo modo que se presenta la relacién estructura-actividad, también se
presenta la relacién estructura-efectos adversos, los cuales varian dependiendo de los
diferentes sustituyentes unidos al anillo (Figura 3), asi pues, la posicion [ controla la
interaccion con teofilina y la toxicidad genética; para la posicion 2 no se conocen efectos
relacionados. El oxigeno de la posicion 3 y el carboxlo de la pasicion 4 estin
involucrados en la unidn con metales, quelacion, por lo que pueden interactuar con

antiscidos, leche, hierro y cationes divaientes como Mg~ o Ca™'. La posicion 5 es



importante por la influencia sobre la fototoxicidad y la toxicidad genética, el efecto
adverso aumenta segun el sustituyente del modo siguiente NH; < H < CHs. No se han
reportado efectos en relacion al flior en la posicion 6. La posicion 7 controla la union al
acido y-aminobutinco (GABA) y su actividad en el cerebro, por lo que es responsable de
los efectos sobre el sistema nervioso central (SNC), ademas, esti involucrado en la
interaccion con la teofilina. La posicién 8 resulta muy importante pues es la principal
mediadora de los efectos de fototoxicidad, dicho efecto aumenta dependiendo del
sustituyente en este orden: OMe < CH < N < CCl < CF (Rubinstein, 2001). En la

TABLA 1 se enlistan algunas quinolonas y sus efectos adversos.

TABLA I

TOXICIDAD DE ALGUNAS FLUOROQUINOLONAS

Agente Aiio Efecto adverso
Enoxacxina 1985 | Sevems interacciones del farmaco.
Pefloxacina 1985 | Fototoxicidad, tendinitis, etc.
Fleroxacina * 1990 | Fototoxicidad, efectos sobre SNC.
Temafloxacina * 1992 | Sindrome hemolitico-urémico (92 casos).
Lomefloxacina 1993 | Fototoxicidad, efectos sobre SNC.
BAY-y 3118° 1993 | Fototoxicidad.

Sparfloxacina 1994 | Fototoxicidad, prolongacién del intervalo QTc.
Tosufloxacina ® 1996 | Trombocitopenia severa y nefritis.
Trovafloxacina * 1999 | Hepatotoxicidad (140 casos).

Grepafloxacina * 1999 | Eventos cardiovasculares severos.
Clinafloxacina ° 1999 | Fototoxicidad, hipoglicemia.

? Prohibides en Europa. ° Desarrollo clinico suspendido. (Rubinstein, 2001)



1.3 Gatifloxacina

Un integrante mas del grupo de fluoroquingionas de ultima generacion e la
gatifloxacina. Fue aprobada para su uso en los Estados Unidos en diciembre de 1999. Es
una 8-metoxifluoroquinolona sintética, disefiada para mejorar sus propiedades benéficas
y reducir 8l minime las no deseables. Es un racemato con la disponibilidad y actividad
antibactenana virtualmente idéntica para sus dos enantidmeros (R) y (S). Posee un
espectro de actividad antimicrobiana mas amplio que las fluoroquinolonas mas antiguas
¥a que ejerce una potente actividad contra una amplia variedad de microorganismos
gramposiivos, gramnegativas, atipicos, mucobacterias y microorganismos de dificil

crecimiento (Breen, er al., 1999; Bristol-Myers, 2000).

1.3.1 Propiedades fisicas y quimicas

La férmula empirica de la gatifloxacina es CoH2,FN;04 y su peso molecular es
de 375.39 g/mol, tiene un coeficiente de particion octanol:agua de 1.14. Se considera un
zwitterion (pKq 6.0 y pKyz 9.2), con punto isoeléctrico a pH 7.7 (Lutsar, 1998; Naber, et
al., 2001). Recibe el nombre quimico de acido () 1-ciclopropil — 6 — fltor - 1, 4 -
dihidro - 8 — metoxi — 7 - ( 3-metil - 1 — piperazinil ) — 4 — oxo — 3 - quinolin

carboxilico (Figura 4). Su nombre comercial es Tequin,



Figura 4. Estructura de la gatifloxacina.

1.3.2 Relacién estructura-actividad

La gaifloxacina tiene i grupo ciclopropil en 1a posicion N-1, el cual incrementa
su actrvidad contra gramnegativos y le confiere actvidad contra grampositivos. Posee un
grupo piperazl en la posicion C-7, cuya funcion es dismumuir la enion al GABA, este
grupo piperazil tiene un metilo en C-3°, mismo que contribuye a la actividad contra
grampasitivos. El grupo metoxi en la posicion C-8 actiia sobre las enzimas bacterianas
DNA girasa y toposomerase IV, aderuas, disminuye la posibilidad de resistencia
bacteriana y elimina el potencial para desamollar fototoxicidad (Breen, ef al., 1999,

Bristol-Myers, 2000), (Figura 5).
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C-7 grupo piperazil o
Disminuye la union a
GABA.
F COCH
08
yZ N-1 grupo ciclopropil
N N Incrementa actividad vs.
‘ bacterias gramnegativas.
NH : OCH; Confiere actividad vs.
4 *+— bacterias grampositivas.
CHy
C-8 grupo metoxi
Aumenta actividad bactericida.
C3 gmpoMelilo‘ Aumenta la inhibicion de la DNA girasa.
Contribuye a la actividad Disminuye la posibilidad de resistencia bacteriana.
vs. bacterias grampositivas. Elimina el potencial para desarrollar fototoxicidad.

Figura 5. Relacion estructura-actividad de la gatifloxacina.

1.3.3 Efectos adversos

La gatifloxacina se considera un medicamento bien tolerado y no se han
presentado casos de fototoxicidad, cardiotoxicidad o tendinitis en estudios clinicos de

fase Il y fase III (Bristol-Myers, 2000).

En un estudio realizado con 5000 pacientes tratados con gatifloxacina, se
reportaron los siguientes efectos adversos: nausea en el 8 % de los casos, vaginitis en el
6 %, diarrea en el 4 %, dolor de cabeza en el 3 % y vértigo en el 3 %. Las alteraciones
en los parametros de laboratorio que ocurrieron en < 1% de los casos incluyen:

neutropenia, elevacién de las transaminasas glutamico oxaloacética (TGO) y glutamico
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pirivica (TGP), niveles anommales de fosfatasa alcalina, bilimubina, amilasa y
electrolitos, pero se desconoce si las alteraciones de estos parametros fueron Gausadas
por el farmaco en si.

Se considera que la gatifloxacina no altera la farmacocinética de la cimetidina, la
teofilina, la warfarna o nudazolam administrados concomitantemente. La
administracion de tequin con antiinflamatorios no esteroideos puede aumentar el nesgo

de estimulacion al sistema nervioso central y convulsiones.

1.3.4 Farmacocinéuca

1.3.4.1 Absorcion.

Después de su admnistracion oral, 1a gatifloxacina se absorbe rapidamente en el
tracto gastromntestinal con una biodispomibilidad absaluta de 96 %, alcanza el pico
maximo en plasma 1 6 2 h después de ingerida la dosis, La ingesta comcomitante de
leche y alimentos con grasa tienen poco efecto sobre la absorcion del medicamento; sin
embargo, la administracion de sulfito ferroso o de un antiacido a base de
alummic/magnesio 2 a 4 b antes ¢ despucs de la administracion de gatifioxacina reduce
significativamente su concentracién maxima (Cax) ¥ ¢l area bajo la curva (Bristol-

Myers, 2000).
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Las rutas de administracion oml © mtravenosa (LV.) se consideran
intercambiables pues su farmacocinética sumilar cuando se administran a dosis

equivaleates (Bristol-Myers, 2000),

1.3.4.2 Distribucion.

La gatifloxacina tiene bajo porcentaje de wmdn a proteinas (20%) y alta
lipofilicidad. Se distribuye rapidamente ea tejidos y fluidos corporales (incluyendo
cerebroespinal); su ripida distribucién en los tejidos la lleva a alcanzar mayores
concentraciones en éstos que en €l msmo plasma. Tienen un volumen de distnbucion de

1.5 — 2.0 L/kg (Bristol-Myers, 2000).

1.3.4.3 Metabolismo.

Sufre una bictransformacion limitada en el umano, se le conocen 4 metabolitos
llamados M-1, M-2, M-3 y M4, tres de ellos se muestran en la Figura 6. M-1
(conjugado glucurdnico de la gatifioxacina) y M4 (amina) no han sido detectados en
oring. La excreciom de gatifloxacma en orina como sus metabolitos M-2 (etilendizrnma)
¥y M-3 (metiletileadiamina) es de 0.03 % para cada una de ellos. (Nakashima, et al,

1995; Lutsar, ez al., 1998; Bristol-Myers, 2000).
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Figura 6. Metabolitos de fa gatifloxacina.

Estudios i vitro revelan que la gatifloxacina no inhibe al sistema de enzimas del
citocromo P450, por tanto, go altera la farmacocmética de Brmacos metabolizados por
isoenzimas CYPIA, CYPLA2, CYP2C9, CYPZC19 y CYP2D6. Estudios in vive con
animales y humanos demostraron que Ia gatifloxacina no es un inductor enzimatico, por
wate, no puede alterar la eliminacién metabolica de ella misma ni de firmacos co-

admunistrados (Breen, e¢ al., 1999; Bnstol-Myers, 2000).

1.3.44 Eliminacién.

La gatifloxacma se excreta principalmente por niion, tiene filtracion glomerular y
secrecion tubular. Mas del 70% se recupera sin cambios en orina dentro de las prumeras
438 h después de su administracion oral o intravenosa, menos del 1% se recupera en
forma de sus metabolitos come se menciond anteriormente, y un 5 % mds es excretado
por heces. La vida media de la gatifloxacina va de 7 & 14 h independientemente de la
dosis o la via de administraciéon. Los valores promedio de eliminacion renal van de 124 a

161 mL/min (Bristol-Myers, 2000).
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1.3.5 Farmacodinamia

La farmacodinamia de la gatifloxacina es lineal y tiempo-independiente cuando
se administra en un rANgo de dosis de 200 a 300 mg por mas de 14 dias. El firmaco
alcanza concentraciones plasmaticas estables al tercer dia de su administracion oral o
intravenosa. Después de un régimen de 400 mg diarios alcanza una C,,: en plasma de

4 2 pg/mL por via oral y 4.6 pg/ml por via L V.

1.3 6 Mecanismo de accion

La actividad antibacteriana de lz gatifloxacina proviene de su capacidad de
unhibicion de las enzimas DNA guasa y Topoisomerasa IV. La pnmera es esencial en la
replicacién, transcripcion y reparacion del DNA bactenano y la segunda esid
involucrada en el corte del DNA cromosémico durante la divisidn celular. Cabe
mencionar que debido a las diferencias en sus cromosomas, animales y bacterias utlizan
diferentes tpos de enzumas par realizar manipulaciones en su DNA, por lo cual, se
presume que las funciones animales no resultan alteradas por la presencia del farmaco.
Algunos autores oconsideran la gatifloxacina altamente selectiva para enzimas
procaridticas, y lo atnbuyen a las diferencias de rotacion en la estructura cuatemaria de
los dominios de corte-umén de la DNA gimsa y la Topoisomerasa 1I presente en

eucariotas (Takel, etal, 1998).



15

En los procariotas la DNA giasa (codificada por el gen gyr 4) es una enzima
tetraménca formada por dos subunidades A y B que contienen una regién o hélice par
unir la enzima al DNA, dicha enzima convierte el espiral en una forma superbelicoidal
negativa como preparacion para la separacion del filamento. La ota enzima
Topoisomerasa I'V también posee dos subunidades (parC y parE}, esta enzima separa los
circulos ligados que resultan de la duplicacion del cromosoma bacteriana. Las
quinolonas capturan una o ambas enzimas en el cromosoma bactenano, creando un
complejo medicamento-enzima-DNA con la ruptura de un solo filamento, impidiendo
asi el paso continuo del DNA a través de la maquinaria de replicacién. En esta etapa la
accion del medicamento es reversible, sin embarga, en presencia de concentraciones mas
altas del medicamento, ocurren rupturas de ios dos filamentos y la muerte bactenana
sobrevienc al no poder sellar los cortes en su material genético (Bristol-Myers, 2000).
Algunos autores consideran ta DNA gurasa como el blenco primario de la gatifloxacina

(Fukuds, ez al., 1999).

Se considera que todas las quinolonas pueden matar bacterias en division, sin
embargo, las nuevas fluoroquinolonas presentan actividad bactericida contra células que

no estan en division (Gradelski, e a/., 2002).
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1.3.7 Mecanismos de resistencia

Las mutaciones pueden presentarse a nivel de la DNA girasa o la Topoisomerasa
IV. La mutacion del gen gwA puede hacer que la subunidad A de la DNA girasa sea
inadecuada para la union del medicamento. Las mutaciones en el o hélice confieren el
mayor grado de resistencia;, sia embargo, la presencia del grupo metoxi en el C-8 de la
estructura de la gatifloxacina, disminuye la capacidad de mutaciones en dicha region
para generar la resistencia. Por otro lado, las mutaciones en el gen gyrB, también pueden
reducir la susceptibilidad al medicamento, sin embargo, este efecto se considera

moderado (Brstol-Myers, 2000).

1.3.8 Actividad in vitro

La gatifloxacina muestra actividad contra microorganismos aerobios
grampositives como Swuaphylococcus aureus (cepas susceptibles a metilcilina),
Streptococcus pneumoniae {cepas susceptibles a penrciling) y Streptococcus pyogenes,
también contra microorganismos aerobios gramncgativos como Escherichia coli,
Haemophilus influenzae, H. paraginfluenzae, Klebsiella pneumomiae, Moraxella
catarrhalis, Neisseria gonorrhoeae y Proteus mirabilis; y otros patdgenos atipicos como
Chiamydia pneumoniae, Legionella pneumophila y Mycoplasma pneumoniae;,
involucrados en infecciones del tracto respiratorio inferior y superior, piel, tejidos

blandas y tracto genitounnario (Breen, e @l. 1999; Bristol-Myers, 2000).
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En particular, este trabajo se enfoca al uso de la gatifioxacina como tratamiento
de infecciones del tracto genital masculino, causadas por Chlamydia y Mycoptasma, los
cuales se han encontrado presentes en casos de infertilidad, donde la infeccion cronica es

asimtomatica.

La presencia de infecciones, tanto viraies como bactenologicas, pueden afectar
de manera relevante la ferttlided del paciente, provocando el deteriorc de la
espermatogénesis, dafio en la funcién espermétca y/o la obstruccidn del tracto seminal.
E! microcrganismo de transmisidn sexual frecuentemente relacionado con problemas

tubarios, es C. srachomatis (Keck, 1998).

La prevalencia de mfeccion por Chlamywdia trachvmatis 'y Ureaplasma
urealysicum fue evaluada en 92 muestras de semen de pacientes asintomaticos, infértiles,
usando la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) y cultivo. Se¢ compararon los
resultados anticuerpas especificos en suero. U. wreabyticum y C. trachomatis se

encontraron presentes en un 13 y 11 % de los casos, respectivamente (Levy, 1999).

La elevada frecuencia de deteccion de estos patdgenos en varones infértiles con
infecciones asmtomaticas, hace pensar que pudieran ser los agentes causales de la
wnfertilidad, y ademés, podrian estar presentes en un smnimero de individuos sin que
éstos lo sepan. De ahi que resultea de sumo interés, tanto las pruebas para la deteccion
de estos microorganismos, como las pruebas para monitorear los tratamientos empleados

para su erradicacion.
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1A Chlamydia y Mycoplasma

Los microorgamsmos de los generos Chlamydia y Mycoplasma, son procarioas
que se diferencian de las otas bactenas por su tamaflo muy pequefio, la peculiar
estructura de su pared celular y en el caso de clamidias, por su parasitismo intracelular
abligado. Deben adherirse y multiplicarse en un ambiente protector y las mucosas de los
tractos respiratono y geaitounnane propurcionan las candiciones favorables (Finegold,

Baron, 1989).

Se conocen sdlo dos especies de Chlampdia, C. psitacci que provoca una
neumonia y un cuadro sistémico asociado al comtacte con las aves, que se denomina
psitacosis u omitosis, y C. rachomatis asociada a cuated sindromes primarios: tracoma
endémico, enfermedad transmittda por wvia sexual, conjuntivitis de inclusion y

linfogranuloma venéreo (LGV) (Finegold, Baron, 1989).

Las particulas infecciosas de clamidia, llamadas cuerpos elementales (0.3 um),
penetran en la célula por endocitosis, quedan incluidas en un fagosoma e impiden la
fusion lisosomal, Los cuerpos elementales dan origen a cuerpos reticulares que se
multiplican por fisién binana 18 a 24 h posinfeccion, reorganizandose muchos de ellos

para dar nuevamente cuerpos elementales infecciosos (Finegold, Baron, 1989).

Chlamydia trachomatis como causa de enfermedad sexual no LGV, puede

generar cuadros clinicos semejantes a los provocados por gonococos: uretritis, cervicitis,
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bartolinitis, proctitis, salpingins, epididimitis, etc. Tanto clamidias como gonacocos, son
causa importante de inflamaciones pélvicas que elsvan significativamente el indice de
esterilidad. Muchas infecciones por clamidias en persomas de ambos sexos son
asintonuaticas. Se estima que en algunas pobiaciones hasta un 22 % de las mujeres y un 7

% de los hombres son portadores asintoméiricos (Finegold, Baron, 1989).

Por otro lado, el genero Mycoplasma pertenece a la clase Mollicutes, son
microorganismos muy pequefios, pleomdrficos y carentes de pared celular, lo que los
hace resistentes a las betalactamas y otros fdrmacos que acmlan sobre pared celular.
Aunque algunas especies son parte de la flom normal, Ureaplasma urealyticum y
Mycoplasma hominis son patégenos importantes del tracto genital humano. Mediante un
mecanismo desconocido durante el proceso infeccioso, los micoplasmas lesionan las
células de la mucosa y pravocan el deterioro de la funciée ciliar. Se desconocen las
circuastancias en que se transforman en patdgencs, ya que, un grao nimero de adultos
estan colonizados por estas especies y permanecen asintomiticos; por otro lado, también
son los causantes de la uretritis no goaococica y se aislan con frecuencia de pacientes

con inflamacion pélvica (Finegold, Baron, 1989).

1.5, Caracteristicas del Liquido Seminal en Condiciones Normales

El liquido seminal (semen) es una suspensién producida por los testiculos, asi
como por los drganos reproductores masculinos accesonios. Consta basicamente de

espermatozoides suspendidos en plasma seminal, el cual, es un medio nutritivo, de
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osmolalidad ¥ volumen adecuados para proveer a los espennatozoides de una mayor

movilidad (Bemard, 1991).
Los componentes del semen denvan de los siguientes érganos:

Los testiculos, de los cuales provienem los espermatozoos, que constituyen
apenas un 5 % del valumen total del semen y son el unico tipo de células presentes en
namero apreciable en el semen normmal. Los espermatozoides se almacenan el
epididimo, pricticamente activos por las elevadas concentraciones de camitina y

gliceril-fosforilcolina y la disminucion del suministro de oxigeno (Bernard, 1991).

Las vesiculas semunales aportan €l 60 % del volumen del semen, secretan un
liquido viscoso, neutro o ligeramente alcalino, a menudo amarillo o incluso muy
pigmentado por el alto contenido de flavina, respansable de la fluorescencia del semen a
la luz ultravioleta; también tiene un alto contenido de Fuctosa, principal elemento
nutritivo de los espermatozoides; contenidos relativamente altos de potasio y acido
citrico; y en menor concentracion dcido ascdrbico, ergotioneina y fosforilcolina. Las
vesiculas seminales también proporcionan el suswato que permite la coagulacion del

semen después de la eyaculacion (Bemard, 1991).

La préstata, contribuye con €l 20 % del volumen del semen. Su liquido lechoso
es ligeramente acido (pH = 6.5), por su alto contenido de acido citrico. También es rica

en enzimas proteoliticas, (aminopeptidasa y pepsina, entre otras.) que influyen en la
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coagulacion y licuefaccion del semen; y en fosfatasa dcida, que puede segmentar la

fosforilcolina existente en el semen (Bernard, 1991). .

El epididimo, los conductas deferentes, las glindulas bulbouretrales (de Cowper)
y las glandulas uretrales (de Littré), contribuyen con rienos del 10 al 15 % del volumen
del semen. Sin embargo, se sabe que el epididimo segrega una sene de proteinas en la

luz del tibulo, esenciales para la motilidad de los espermatozoides (Bemard, 1991).

1.5.1. Caracteristicas Morfologicas Normales del Espermatozoide

Los espermatozoides son células germinales totipotenciales, constituidas de dos
partes principales, la cabeza y la ¢ola. Esta dltima se subdivide en cuello, pieza media,

pieza principal y pieza terminal (Amredondo, 1987).

La cabeza, tiene forma aplanada, mide de 4 2 S pm Esta formada por el nicleo,
que contiene el material genético responsable de la transmisién hereditaria de los
caracteres del padre; y esta cubierta en sus dos terceras partes anteriores por ¢l acrosoma
(que proviene del aparato de Golgr) y contiene enzimas hialuronidasa y acrosing (una
proteinasa semejante a la tripsina), ambas mvolucradas en el proceso de fertilizacion. La
hialuronidasa, al ser liberada dispersa las células de la corona radiada del dvulo, y la

acrosina permite la penetracién de la zona pelicida del mismo (Amredondo, 1987).
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El cuello, es la region que une la cabeza con la pieza media. Aqui se encuentra el
centriolo proximal y el filamento axil 0 axonema, que representa el motor que impulss al
espermatozoide y consta de dos microtibulos centrales y nueve pares penféncos. Estos
microtibulos comienzan ea el cuello y atraviesan las piezas media y pnncipal,

terminando en el extremo caudal (Arredondo, 1987).

La pteza media, contiene mitocondnias dispuestas en espual alrededor de [as
fibras flagelares. Esta region esti rodeada por una porcién de citoplasma residual, que se
extiende tambiéa al cuello y parte posterior de la cabeza (Amedondo, 1987).

La pieza prnucipal, de mayor longitud que la media, se caractenza por una vaina
fibrosa que cubre al filamento axil. Esta vaina esti compuesta por fibras organizadas
circunferencialmente, que terminan en el limite con la piem terminal, ta cual, estq

cubteria solo por la membrana celular (Arredondo, 1987).

Los intervalas de referencia considerados normales en un estudio de liquido

sentinal se observan en la TABLA TL
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TABLA I

VALORES DE REFERENCIA PARA LIQUIDO SEMINAL

Valores de referencia
Normal Anormal
Andlists Macroscopico
Licuefaccion completa (min.) 60 120
Color Blanco perla/amarnillo Rojizo u otro
Viscostdad Normal Aumentada
Volumen (mL) 1.0-6.0 <lo>6
Andlisis microscapico
Aglutinacién 0 >2
Leucocitos/ 400 HPF <5 >10
Espermas/mL (10°) >20 <10
Espermas/eyaculacion (10°) >50 <20
Andlisis Fisiologico
Motilidad (%) =40 <35
Anadlisis morfologico
Espermas normales >40 <35
Cabeza anormal <20 > 30
Formas amorfas <15 <20
Andlisis quimico
pH 76-82 <766>82
(Jeyendran, 2000)

1.5.2 Alteraciones del Liquido Seminal en la infeccion por Chlamydia y/o Mycoplasma

Los trastomos andrologicos asociados frecuentemente a infecciones por

Chlamydia y/o Mycoplasma son: azoospermia, oligozoospermia, astenozoospermia,
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inmotilidad espermatica total, necrozoospermia y teratozoospermia. Cuando la infeccién
produce obstruccion o subobstruccion de la via seminifera se presenta orquitis,

epididimitis, deferentitts y prostato-vesiculitis (Jeyendran, 2000).

1.5.3 Esquemas generales de tratamiento para Chlamydia y Mycoplasma

Los medicamentos de 13 eleccion son las tetraciclinas (doxicichina y tetraciclina base)
seguidos de los macrélidos como la eritromicina, roxitromicina y azitromicina; y como

3a eleccidon las fluoroquinolonas, grupo del que forma parte la gatifloxacina. Algunos

esquemas convencionales de tratamiento se observan en la TABLA TIT.

TABLA Il

DOSIS DIARIA RECOMENDADA POR 14 A 21 DIAS
PARA ALGUNOS MEDICAMENTOS

Medicamento
Dosis
Tetraciclina 1-15g
Doxiciclina 200 — 300 mg
Roxitromicina 300 mg
Azitromicina 500 mg

Gatifloxacina 400 mg

(Calderon, 1991; Bristol-Myers, 2002).
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16 ANTECEDENTES

Numetosas técnicas se han desarrollado pera el analisis de fluaroquinolonas en
diversas matrices incluyendo fluidos bioldgicos y preparaciones farmacéuticas.
Tradicionalmeate, ¢l analisis de fluoroqumolonas se ha llevado a cabo por métodos
microbiologicos, sin embargo, estas técnicas tienen baja precision y especificidad,
ademds de que los metabolitos y firmacos co-administrados pueden causar interferencia.
Entre las técmicas instrumentaics empleadas para ¢l analisis de fluoroquinolonas se
encuentran: lz cromatagrafia de liquidos de alta resolucion con diferentes detectores, la
potenciometria, la conductimetria, la voltamperometria de pulso diferencial, la
polarografia de pulso diferencial, la espectrofotometria, la espectrofluorimetria, la
espectrofluonmetria de fase sdlida y la quimwoluminicencia de inyeccion de flyjo.

(Ballesteros, ez ai., 200G2).

De las técnicas antes mencionadas, la cromatografia de liquidos de alta
resolucion ha resultado una herramienta importante pars la determinacion de agentes
antimicrobianos fluidos corporales, y las fluoroquinolenas no som la excepcidon
(Carlucci, 1998). Las revisiones sefialan la cromatografia de liquidos como la técnica de
mayar eleccidn dada su especificidad. En esta técnica predominan las calumnas de fase
reversa (RP) con adicidn de modificadores como el fosfato de tetrabutil amonio (TBA) u
otra amina apareada para evitar ¢l coleo del pico; se emplean fases estacionarias con alto
grado de recubrimiento de grupos OH, tales como Nucleosil Cis El detector de

fluorescencia es el mas utilizado por su sensibilidad y especificidad, por otro lado y
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aunque de menor sensibilidad, también se emplea el detector UV, princtpalmente para

metabolitos no fluorescentes (Carlucci, 1998).

La electroforests capilar de zona es una técmica que lzmbuen se ha empleado en la
separacion y determinacion de quinolonas como enoxacing, ciprofloxacina, ofloxacina,
acido oxolinico, &cido nalidixico y acido pipemidico, en muestras de suero y orina
empleando una solucion amortiguadora de acido N-«(2-hidroxietil)}-piperazinil-N'-
etansulfonico (HEPES) 100 mM a pH 3.5 con 10 % de acetonitrilo. El media basica fue
seleccionado para optimar la separacion de las quinolonas en un intervalo de pH 7.5 a 10

donde predominan las formas anidnicas (Pérez-Ruiz, er al., 1999).

La determinacion de ofloxacina e suero y onna por espectrofluorimetria de fase
solida fue reportada por Ballesteros y colaboladores. Trabajaron a pH 3.8 con solucion
amortiguadora de acetatos y gel Sephadex SP C-2J. Reportan este métado 100 veces
mas sensible que el método en solucion, bajo sus condiciones expenmentales
(Ballesteros, et af, 2002). Du y colaboradores reportaron la detenninacién‘
espectrofluorimétrica por formacion de complejos de iransferencia de carga pam
norfloxacina, lomefloxacma, pefloxacina y levofloxacina en muestras de orina, con
limites de deteccion semejantes a los reportados para espectrofluorimetria de fase solida
(Du, Lin, 2004) También parma la determil_‘lacién de ofloxacina levofloxacina,
lomefloxacina y dcido pipemidico al formar complegjo con el 7, 7, 8, 8-
tetraciznoquinodimetano (TCNQ), la intensidad de fluorescencia de estos complejos
resultd 15 a 90 veces mayor que el firmaco solo. La técnica se aplicé en presentaciones

farmacéuticas, muestras de plasma sanguineo y orina (Du, Yang, 2004). Para
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ciprafloxacina, norfloxacina, pefloxacina y fleroxacina con €l mismo reactivo (TCNQ),
Du y colaboladoces reportaron un aumento en la intensidad de fluorescencia de 21 a 35

Dy, Yao, 2005).

1.6.1 Métodas para Determinar Gatifloxacina

La deterrninacion de gatifloxacina en formulaciones fartacéuticas estd reportada
por técnicas tan sencillas como una titulacion con acido perclonco 0.1 M (Marona, ef
al, 2003). La cuantficacion de gaifloxacina en plasma sanguineo, orna y lavado
bronquecalveolar por medio de ensayos microbioldgicas, se encuentra reportada coa
limites de cuantificacion de 0.06 mg/L y coeficrentes de vanacion de 7.5 y 8.2 % (Wise,
et al, 1999, Honeybourme, et al,, 2001). Como se menciond anteriormente los ensayos

microbiolégicos se consideran tecnicas poco precisas.

Overholser y colaboradores reportaron 1a determinacion de gatifloxacina en suero
y onna empleando HPLC con detector de UV, la fase mavil contenia: TBA, dodecil
sulfato de sodio (SDS), acido citnco y agua-acetoritrilo 50:50. Emplearon una colurana
Adsarbosphere HS C18 silica y una guarda columna de la misma naturaleza quimica,
Reportan valores de sensibilidad por este método de 0.1pg/mL pam suero y 1 pg/ml

para orma (Overholser, er al ; 2003).
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La determinacion de gatifloxacina por HPLC con detector de fluorescencia
también se caracteriza por el uso de reactivos de par idnico en la fase movil, Nakashima
y colaboradores determinaron gatifloxacina en suero y saliva por ésta técnica con una
fase movil de solucién amortiguadora de fosfatos (pH 2.1), acetonitrilo y 1-octano
sulfonato de sodio, con intercambio de columnas, la primera de poliacrilato Shimpak
SPC-PR2 y las segunda T3Kgel! ODS-S0TM. Para la determumacion en onna y heces la
fase mdvil contenia acido fosforico en lugar de la solucion amortiguadora. Y pama la
determinacidén de los metabolitos en ortna, la fase movil antentor contenia ademas
tetrahidrofurno, emplearon una columna TSKge! Ocyl-80TS (Nakashima, er al., 19935).
La sensibilidad de este método fue 10 veces mayor que el reportado por HPLC con

detector UV.

vValom semejantes de sensibilidad han sido reportados por otros autores para
esta misma técnica. Bomer y colaboradores determinaron gatifloxacina en suero y orina
por HPLC-fluorescencia con una fase movil que contenia: TBA, acetonitrilo:agua
(17:83) y acido fosfornco para ajustar el pH a 3.48, emplearon una columna Nucleosil-
{00 5CI8. Reportan buena comelacion entre el método por HPLC y el ensayo
microbiologico (Bomer, et al, 2000). Otra fase mévil reportada para determinar
ganfloxacina por esta técnica consta de acido fosforico 0.1 M, metanol y trietilamina con

pH 3, empleando una columna Zorbax SB-C I8 (Zhu, e al., 2003).

La determinacion de pgatifloxacina por HPLC-enantioselectiva, con la
derivatizacion de sus emantiémeros R y S con L-valinamida, demostr§ que tienen

farmacocunétice similar y no hay interconversion entre ellos (Machida, et al, 1999)
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Como se mencioné anteriormente ambos enatitiometos presentan la misma actividad

antimicrobiana.

Con una fase movil de aguaacetonitrilo 5743, acetato de tetrabutilamonio,
dodecil sulfaw de sodio y acido citrico, Liang y colaboradores reportaron la sepacacion y
determinacion de gatfloxacmma, levofloxacina, aproflioxacma, moxifloxacing,
trovafloxacina y cinoxacina en plasma sanguineo per HPLC con detectores UV y de
fluorescencia. Emplesron una columna Adsorbosphere HS C18 con un guarda columna
de la misma naturaleza quimica. Estudiaron el efecto del pH y la fuerza i6nica (Liang, er
at., 2002). La determinacion sumultanea de gatifloxacina, levofloxacina y moxitloxacina
con detector de ﬂuo-rewmcia e intercambio de columaas LiChrospher 100 RP-18 y
Supelcosil ABZ+Plus, se llevé a cabo con una fase mévil 1 campuesta por una solucién
amortiguadora de fosfatos a pH 5.4, icido ortofosforico y acetonitrilo, y una fase mavil
2 compuesta por und solucién amortiguadora de fosfatos a pH 2.5, acetonitnlo y
bromuro de tetrabutilamonio. El proceso de extraccion en linea elimina el tratamiento de

muestra y disminuye el tiempo de analisis (Nguyen, et al., 2004).

También la cromatografia de liquidas acoplada a masas (LC-MS), esti reportada
para la determinacion de gatifloxacina en plasma sanguineo, con‘ una columna Astec
Cycilobond I 2000 y fase movil de acido formico 0.1%. La sensibilidad del método fue
menor g ng/mL (Vishwanathan, er af., 2001). También esti reportado el analisis de
impurezas y la determinacién de Iz estructura de la gatifioxacina por HPLC-MS con una
fase movil de acido acética-acetonitrilo en una columna Zorbax SB-C (Zhou, et al.,

2004).
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Aunque se han reportado métodos espectrofluorimétricos para la determinacién
de otras fluoroquinolonas, en la revision bibliografica solo se encontrd un reporte para la
determinacion de gatifloxacina, en suero y orina, proveniente de una publicaciém tipo
journal en lenguaje chino, del cual sola se cuenta con el abstract. La determinacion se
realizé a pH 3.2 (ajustado con buffer de acetatos). Los limites de deteccion abtenidos

fueron de 88mM. (Lian, et al.,, 2002).

1.6.2 Presencia de aditivos en la fase movil

El uso de los reactivos de par idnico se recomienda para los casos en que el
analito se encuentra en forma ionizada como es el caso de las fluoroquinolonas, entre

ellas la gatifloxacioa (Bidlingmeyer, 1992).

1.6.2.1 Reactivos de par inico de la misma carga que la muestra.

Es posible controlar la retencién de un analite cargado con la adicion de un
reactivo de par ionico de la misma carga que éste, esto reduce el factor de capacidad (k')
de los iones lipofilicos de la muestra y el coleo del pico. Un reactivo de par idnico con
carga (+) se adsorbe en la superficie C18 (no polar) dejéndola cargada positivamente, lo
que reduce tanto el irea de superficie disponible, como el volumen de retencion de la
muestra y optimiza la forma del pico. Como resultado de las interacciones repulsivas
idnicas involucradas en la separacion, se le refiere como efecto competencia de base
(compeiing base), ya que otro compuesto basico es adicionado a la fase movil e inhibe la

adsorcion del analito basico en la superficie (Bidlingmeyer, 1992).
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1.6.2.2 Cromatografia de Ion- supresion.

La separacion de muestras que se ionizan en disolucion acuosa puede optimizarse
en una columna fase reversa empleando una disolucion amortiguadora. Estos iones
(sales) minimizan las interacciones electrostaticas de la muestra i6nica con la fase
estacionana, y, como resultado, las muestras son eluidas en zonas mas estrechas que si
no se usara la sal. La retencion en la columna cromatografica esta controlada por la
supresion de la iontzacion de la muestra 16nica. El mtervalo de pH mas comunmente
usado es de 3 a 8 (TABLA IV). El aditivo utihzado para mantener el pH debe
permanecer a concentracion constante durante el desarollo del método (Bidlingmeyer,

1992).

TABLA IV

TECNICAS PARA RETENER COMPUESTOS IONICOS USANDO
CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS CON FASE REVERSA

Compuesto pH 2-5 pH 7-8 Método
Acidofuerte | o .o Iénico
pKa <2 o e Par iénico
HAs
Ac;g: ge; i No i6nico Iénico Supresién i6nica pH 2-5
i) H.Aw Aw Par ionico pH 7-8
w
ok bnica | Noibmico |  PariénicopH2-5
P Bw HBw Bw Supresion 10nica pH 7-8
Base Fusric Iomico Iénico
pKa>38 HBs H-Bs Par i6nico
Bs
HAs = écido fuerte Bw = base débil (Bidlingmeyer, 1992)

HAw = acido débil Bs = base fuerte
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1.7 JUSTIFICACION

En la actualidad no se cuenta con meétodos analiticos para la determinacion de
gatifloxacina en liquido seminal intra y extracelularmente. La posibilidad de llevar &
cabo una correlacion clinica con los datos obtenidos de la cuantificacion de gatifloxacina
en tratamiemtos prolongados a dosis altas, y el poder ajustar un esquema de ttamiento
optimo en dosis y tierpo, justfica la busqueda de un metodo rapido, accesible y de bajo
costo, que permita supervisar los pacientes con enfermedad cronica comun, medir los

niveles de excrecién del farmaco en liquido seminal y evaluar la eficacia del tratamiento,

1.8 HIPOTESIS

Es posible que las propiedades fisicoquimicas de la gatifioxacina permitan
desarrollar nuevos metodos analiticos, sensibles y robustos, que

faciliten su determinacion en fluidos biolagicos.

1.9 ORJETTIVO GENERAL

Desarrollar y validar métodos analiticos para determinar gatifloxacina

intra y extracelularmente en liquido seminal.
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1.10 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarollar um método analiico pam la cuantificacion de gatifloxacina por
Cromatografia de Liquidas de Alta Resolucién con detectores de amreglo de diodos v

fluorescencia

2. Desarrollas la técnica para ¢l tratamiento de muestra.

3. validar el método desarrollado para la cuantificacion de gatifioxacina en liquido
seminal por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion con detector de arreglo

de diodos v fluorescencia.

4. Desarmrollar y validar un método analitico para la cuantificacion de gatifloxacina en

liquido seminal por Espectroscopia Ultravioleta ~ Visible.

5. Desarrollar y validar un método analitico para la cuantificacion de gatifioxacma en

liquido seminal por Espectrofluonimetria.

6. Comparar 03 métodos desarrollados y seleccionar el metodo optimo para el analisig

de gé.tiﬂowcacina en liquido seminal.

7. Aplicar el o los métodos seleccionados para el analisis de gatifloxacina en liquida

seminal de pacientes en tratamiento,



MATERIALES Y METODOS

2.1 Equipos

Cromatdgrafo de Liquidos Analitico Waters 2690 Alliance, con detectores de arreglo
de diodos y de fluorescencia

Espectrofotometro UV-VIS Beckman DU 7500 con arreglo de diodos
Espectrofluarametro Luminescence Speciromeser Perkin Elmer LS 45

Potenciometro Beckman 3500 con electrodo de vidrio para la medicién de pH
Balanza analttica OHAUS Analytical Plus

Ceatrifuga Centra C1.2 Thermo IEC

Microcentrifuga eppendorf Cenirifuge 5415C

Baiio de agua con soncador ransom 3510

Vortex Mini Vortexer VWR Scientific Praducts
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2.2 Materiales

Columna X-Terra RP C18 (D1 100 x 2.1 mm, 5 pm tamaiio de particula)
Cartuchos de extraccion en fase slida Oasis HIB (lec, 30mg, n-vinilpitrolidona y
divinilbenceno)

Viales de ZmL con tapon de rosca y septum de teflon, para HPLC

Filtros para HPLC de nyflon (13 y 47 mum, de 0.45 pm)

Celdas de cuarzo de 1 mL para espectrofotémetro UV-VIS, trayecto Optico 1 cm
Celdas de cuarzo de 2.7 mL para espectrofluorometro, trayecto éptico 1 cm
Matraces de aforacién de 10 mL

Tubos comicos de 1.5 y 2 ml

Pipetas automdticas de 10 a 100 uL y de 100 a 1000 pL.

Puntllas

Guantes para cirujano # 7

Cubrebocas

Anteojos de segundad
23 Reactivos

Gatifloxacina, Bristol Meyer Squibb
Agua, grado HPLC
Acetonitrilo, Fisher grado HPLC
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- Metanol, Fisher grado HPLC

- Fosfato de tetrabutil amnonio, Baker Analized
- Acido citrico, Sigma-Aldrich

- Dodecilsulfato de sodio, Sigma

- Fosfato diacido de potasio, Fluka

- Fosfato monoacida de sodio Fluka

- Carbonato de sodio, Fluka

- Bicarbonato de sodio, Fluka
2.4 METODOS

24.1 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion con Detectores de Ameglo de
Diodos y de Fluorescencia

2.4 1.1 Condiciones Cromatograficas.
La separacion se llevé a cabo en una columna X-Terra RP 18,de 2.1 x 100 mm y
5 um de tamafio de particula. Las fases moviles que se probaron se muestran en la

TABLA V. En todas los casos el flujo se mantuvo a 0.4 mL/min.

Para la validacion del método se empled el sistema 7 descrito en la TABLA V
con una prfoporcion agua:acetonitrilo 90:10. La columna RP fue embebida con reactivo
de par i6nico (TBA 10 mM) con un minimo de 200 volimenes de fase mévil antes de

empezar a trabajar (Quattrocchy, er al., 1992). Se obtuvieron los cromatogramas con el
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detector UV-VIS con arreglo de diodos a una longitud de onda de maxima absorbancia
(Amsx) de 293 nm. El detector de fluorescencia se ajustd a una longitud de onda de

excitacion (Ae) de 292 nm y una longitud de onda de emisién (Aew) de 480 nm.

A partir de una disolucion de gatifloxacina de 10 pg/mL en acetonitrilo (MeCN),
se prepararon estandares para la curva de calibracion en disolvente en un intervalo de
concentracién de 0.2 a 2.0 pg/mL y se analizaron con las condiciones finalmente

establecidas.

TABLA V

FASES MOVILES EVALUADAS DURANTE
EL DESARROLLO DEL METODO

No Sistemas probados isocrdticos y en gradiente,
- a diferentes proporciones

Metanol:H,0
Acetonitrilo:H,O

Acetonitrilo:Acido Formico 0.1%

H,0 con TBA* 0.05%

Acetonitrilo:H,0, TBA* 10 mM, H,PO, pH 3 .48
Acetonitrilo:H,0, TBA* 10 mM, pH 7
Acetonitrilo:H,0, TBA* 10 mM, Acido Citrico 25 mM
Acetonitrilo:H,0, TBA* 10 mM, Acido Citrico 25 mM,

8 sDS** 10615620 mM.
* Fosfato de tetrabutil amonio #* Dodecil sulfato de sodio

N | W»n | W -
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2.4.2 Tmtamiento de la muestra

2421 Fracciwnamiento de [a Muestra

Las muestras de semen congelado a —10 °C fuercn provistas por el laboratorio de
Andrologia del Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina de la UANL.
Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y s¢ homogenizaron por
agitacion en vortex durante 10 segundos. El liquido semmal se fracciond en dos partes,
la primera para realizar la cuantificacion en semen total y la segunda para separar el

plasma seminal del sedimento y realizar las cuantificaciones en cada uno de ellos.

Pnmero se tomaron 500 pL de liquido seminal y se colocaron en un tubg conico
de 1.5 pL; el volumen restantz se centrifugd & 3800 mpm durante 10 minutos, para
separar el plasma seminal del paquete celular sin lisar 1as células. Este procedimiento
fue estandanzado por ¢l laboratono especializado de Andrologia del Depastamento de

Patologia de la Facultad de Medicina, U AN L.

2.4.2.2 Preparaci6n de la Muestra.
Paga ia preparacion de las muestras se probarou dos meétodos de tratamiento: la

extraccion en fase sdlida (SPE) y la precipitacién de proteinas con acetonitnlo.

2.4.2.2.1 Extracciéon en Fase Sélida. Para la extraccidn en fase sdlida (SPE) se
emiplearon cartuchos Qasis HLB de fase hidrofilica-hidrofobica (Vishwanathan, et al.;

2001); éstos fueron acondicionados con 1 mL de metanol (MeOH) y posteriormente
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equilibrados cou 1 mL de agua desionizada. Los cartuchos se cargaron con un volymen
de 500 uL de semen, posteriormente se lavo el cartuche con 1 ml de agua desionizada
parz eliminar la mamz de la muestra y finalmente con 1 mL de acetonitnlc para eluir el
analito. Para elumnar la twbidez de las muestras extraidas, el procedimiento anterior fue
aplicado también a muestras previamente desproteinizadas con acetonitrilo (relacion 1:1)
y centrifugadas a 8000 rpm durante 5 minutos. La elucién del cartucho se diluyé 1:2 con
fase mévil y se filud pars inyectar al HPLC. También se probo evaporar el solvente de

elucion y resuspender en fase movil

2.4.2.22 Desprotenizacion con Acetonitrilo. Para la precipitacion de proteinas
con acetonttrilo, a 500 pL. de semen se afiadieron 500 pL de acetonitrilo, se agitaron 1.0
segundos con vortex y se centrifugaron por § minutos 3 8000 rpm. Pars evitar el
enturbiamiento de las muestras, al sobrenadante se le adicionaron 500 L mis de
acetonitrilo, se agitd 10 segundos en vortex y se centrifugd nuevamente. El sobrenadante
se diluyd 1.2 en fase movil, se filtrd y se inyectd al HPLC. Este mismo procedimiento se

aplico al plasma seminal y al paquete celular.

Para asegurar la lisis celular posterior a la desproteinizacién con acetonitrilo, se
procesaron 6 sedimentos, tres de ellos fueron sonicados durante 5 munutos a 40 kHz
antes de centrifugar, los 3 restantes no se sonicaron. Posteriormente se analizaron al

microscopio wdos os sedimentos en busca de restos celulares.
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2.4.3 Construccion de Curvas de Calibracion para HPLC con DAD y Fluorescencia en

Liquido Seminal

Para construir las curvas de calibraciim de gatifloxacina en matnz, se preparo
previamente un pool de semen de idividuos sin tratamiento. Con la disolucion de
gatifloxacina en acetonitrilo de 10 pg/ml., se prepararon estandares para la curva de
calibracion en semen en un intervalo de concentraciones de 0.2 a 2.0 pg/mlL, se
procesaron con la técoica de tratamiento desarrollada, se analizaron com las condiciones
cromatograficas establecidas, se encontrd la ecuacian de la recta (area vs concentracion)

y se calcularon los limites de deteccion y cuantificacion.

2.4 4 Espectroscopia UV-VIS

2.4.4.1 Seleccion del Disolvente.

Se prepararon tres disoluciones de gatifioxacma 100 pg/mL en agua destilada,
metanol y acetonitrilo, respectivamente, se hicseron diluctones seriadas 1:10 hasta
alcanzar concentraciones que correspondieran al rango de absorbancias de 0.2a 1.2 y se
tomaron los espectros de absorion UV-VIS parma dichas discluciones y pam los
disolventes puros. Se determunaron las longitudés de onda de mixima absorbancia para
la gatifloxacma en las cuales no absorbier el disolvente y se calcularon los coeficientes

de absortividad molar (¢) para gatifloxacina en cada disolvente.
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2.4.4.2 Efecto en el Espectro de Absorcion Debido a la Variacion del pH.

Para preparar 100 mL de disohicion amortiguadora de fosfatos a pH 7 se
mezclaron 41.3 mL de disolucion de KH;PO4 0066 M con 58 7 mL de Na;HPO, 0.066
M. La disolucién amortiguadora de carbonatos a pH 10 (100 mL) se prepard mezclando
53.4 mL de disolucion de Naz(UOs 0.1 M con 46.6 mL de NaHCO; 0.1 M. El pH 3 se

ajustd con uaa disolucion amortiguadora de dcido citrico 10 mM.

Se empled un estandar de gatifloxacina ¢n agua destilada con el intervalo de
absorbancias entre 0.2 y 1.2 para obtener los espectros de absorcién a pH 3 (duducon 1.2
con disolucion amortiguadora de citratos), a pH 7 (dilucién 1:2 c¢on disclucién
amortiguadom de fosfatos) y a pH de 10 (dilucién 1:2 con disolucion amortiguadora de

carbonatos). Se tomaron los espectros de absorcion a los tres <iferentes valores de pH.

2.4 43 Analisis de Gatifloxacina por Espectroscopia UV-VIS.

Con la disolucion de 100 pg/mL de gatifloxacina en acetonitrilo, se prepararon
estindares para la curva de calibracion en un intervalo de 1 a 20 pg/mL y se leyeron a la
Aza de gatifloxacina. Posteniormente, se conmminaron muestras de semen (sin presencia
de farmacos), con Iz disolucion de gatifloxacina, y se procesaron coa €l tatamuento de la
muestra para obtener la curva de calibracién en matnz. En este caso, la muestra

desproteinizada se diluyé 1:2 con disolucién amortiguadora de citratos.
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2.4.5 Espectrofluonmetria

2.4.5.1 Analisis de Gatifloxacina por Espectrofluorimetria.

A partir de una disolucion de gatifloxacina en acetonitrilo (10 pg/mlL), se
construyeron curvas de calibracion con estandares acuosos en un intervalo de
concentraciones entre 0.2 y 2 pg/mL v con estas disoluciones se establecieron las A
maximas de excitacion y emiston para ¢l analito y ¢l disolvente. Posteriormente, se
construyé la curva de calibracion en matriz con un intervalo de concentraciones de 0.2 a
2 pg/mL. Al igual que para Espectroscopia UV, las muestras desproteinizadas se

diluyeron 1:2 con disolucion amortiguadora de citratos.

Para la seleccion de la A dptima de ermusion, se realizd un bamdo en tercera
dimension (3D scan) variando la longitud de onda de excitacién cada 10 nm desde 250
nm hasta 450 nm, generandose 20 espectros de emision. Se seleccionaron las
condiciones de emisién y excitacion que presentaron la mayar respuesta a gatifloxacina

sin interferencia de ls matnz.

2.4.52 Efecto en el Espectro de Emision Debido 2 1a Variacién del pH.

A partir de la disoiuciédm de 10 pg/mL de gatifloxacina en acetomitrilo, se
contaminaron 3 muestras de semen a una concentracidu, cuyo rango de emision de
fluorescencia estuviera entre 10 y 100 unidades. Las muestras desproteinizadas se

diluyeron 1:2 con disolucién amortiguadora de citratos, fosfatos y carbonatos para
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obtener los espectros de emision de la gatifloxacina en la matnz biologica apH 3, 7y
10, respectivamente. La preparacion de disoluciones amortiguadoras se realizd igual que

se¢ menciond en el punto 2.4.4.2 para espectroscopia UV-VIS.

2. 4.6 Validacion del Método

La validacion de un método segrin la farmacopea de los Estados Unidos (USF)
consiste en desarrollar el mismo, asegurandose que sea exacto, especifico, repraducible
y robusto, dentro de un rango establecido en el cual se determina el analito (Swartz,

1997).

2.4.6.1 Linealidad.

Una vez obtemidos los datos de la curva de calibracion, es decir, la respuesta del
detector para cada uno de los estaindares a las diterentes concentracwones, se capturaron
los datos en el programa Micrasoft Excel ® para obtener la regresion lineal y la ecuacién
de la recta.

2.4.6.2 Limite de Deteccion.
Se calculd la desviacion estindar de los valores de la respuesta del detector “y”,
en rminos de absorbancia emusion de fluorescencia o area del pico, de la curva de

calibracion, con la ecuacion 1 (Miller, Miller, 1993):



<sy/x)=[f‘zl(yi—sva)i’/(n-z)l”“ 1)

Donde:

(Syix) = desviacion estandar de los valores de “y”.

¥ = “y” estimada, valores de “y” en la ecuacién de regresioén lineal
(Dato obtenido del programa Microsoft Excel ®).
n = pamero de puntos de la recta (curva de calibracion).

Se caiculé el valor de “y” en el limite de deteccion (y'), que comesponde a la

respuesta del detector en el limite de deteccion del método, con la ecuacion 2:

Y =b+3(Syx) (@)
Donde:
b = intercepto de la ecuacion de regresion lineal (Dato obtenido del
programa Microsoft Excel ®).

Sy = desviacion estindar de los valores de “y” calculada con la
- ecuacion 1.

El limite de detecciém se obtuvo despejando el valor de “x” de la ecuacion de la

recta, (y = mx + b), ecuacion 3:

xX=(y'-b)/m (3)
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Donde:

x' = limute de deteccion del método.

y = respuesta del detector pama el limite de deteccién del método
obtenido de la ecuacion 2.

b = intercepto de la ecuzcion regresion lineal (Dato obtenido del
programa Microsoft Excel ®).

m = pendiente de la ecuacion de regresion lineal (Dato cbtenido del
programa Microsofi Excel ®).

2.4.6.3 Limite de Cuantificacion.

Se calculé el valor de y* que cormesponde a la respuesta del detector en el limite

de cuantificacion del método, ecuacion 4:

Yy =b+10(Sx) @)
Donde:
y"’ = valorde“y” en el limite de cuantificacian.
b = intercepto de la ecuacién de regresion lineal (Dato obtenido del
programa Microsoft Excel ®).
(Syx) = desviacion estindar de los valores de “y” calculados con la

ecuacion 1.

El limite de cuantificaciéon se obtuvo despejando el valor de “x” de la ecuacion

de la recta, (y = mx + b), ecuacidn 5:

x"=(y"-b}im )



Donde:

X" = limite de cuantificacion del método.

y "~ = respuesta del detector para el limite de cuantificacion del
método obtenido de la ecuacion 4.
b = intercepto de la ecuacion de regresion lineal (Dato obtenido del
pragrama Microsoft Excel ®).
m = pendiente de la ecuacion de regresion lineal (Dato obtenido del
programa Microsoft Excel ®).
2.4.6.4 Precision,

Se prepard un pool de muestras de liquido seminal de individuos que no estaban
tomando gatifloxacina, posteriormente se le afiadié¢ gatifloxacina a una concentracion
tal, que coincidiera con los valores medios de la curva de calibracion obtenida. Se
tomaron 5 alicuotas, se procesaron ¢on el tratamiento de muestra desarrollado y se
leyeron consecutivamente. Con los datos de las cinco lecturas, se obtuva el promedia y
la desviacion estindar con ayuda del programa Microsoft £xcel ®. El coeficiente de

vanacion o desviacion estandar relativa se calculd con |3 ecuacion 6;

RSD=(x/s) 100 (6)

RSD = desviacion estindar relativa de los valores leidos.

promedio de los valores de las lecturas

)
Il

S = desviacion estandar de los valores de las lecturas
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2.4.6.5 Exactitud.

De la mezcla preparada para determinar precisién, se tomaran 3 alicuotas mas, a
las cuales se les afiadid gatifloxacina para aumentar ea un 25 % la concentracion de la
pusma. Se procesaron de forma individual y se leyeron consecutivamente. El por crento

de recuperacion se obtuvo utilizando la ecuacion 7:

R = [(Comsdivien — Co)(100)] / [C-ativica — Ci) (7)
Donde:
R = porciento de recuperacion.
Cowdivin = promedio de las concentraciones obtenidas de las muestras con
25 % mas de gatifloxacina.
Co = promedio de las concentraciones obtemidas de las muestras
para deterrmunar precision.
Ciadivea = concentracidn tedrica de las muestras con 25 % mas de
gatifloxacina.
C; = concemracién tedrica de las muestras para determinar
precision.
2.4.6.6 Robustez.

Se realizd un disefic de experimentos de Placker y Burman: para cada vanable se
escogio un nivel bajo y uno alto, representados por letras mindscula y mayuscula,
respectivamente (Quattrocchi, ef al, 1992; (Montgomery, 2004). Las variables para el
disefio con HPLC-DAD (TABI.A V1) fueron el volumen de inyeccién, la proporcion del

eluente, el flujo y la Aux Para el método de HPLC con detector de fluorescencia
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(TABLA V1) se evaluaron también 1as A ¥ Aem. En ambos casos el parametro a evaluar

fue el tiempo de retencion (tg) del analito.

Las vanables propuestas para Espectroscopias UV-VIS (TABLA VII) y de
fluorescencia (TABLA IX) fueron el pH y 1a Ay © Ak ¥ Ac, T€Spectivamente. Para

ambos casos, ¢l parametro a evaluar fue la respuesta del analito.

TABLA VI
DISENO DE EXPERIMENTOS DE PLACKET
Y BURMAN PARA HPLC-DAD

Factor/Ensayo| 1 |2 |3 |4 (5(6(|7 |8
Vol. myeccion |A|A|A|A|la|a|a|a
Eluente B|B|b{b|B(B|b|b
Flujo Clc|Clc|C|c|C]|c
Amax D|D|d|d|[d|d|D|D

esuftado(tr) |s [t (u|v |w|x |y |z
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TABLA VII

DISENO DE EXPERIMENTOS DE PLACKET Y
BURMAN PARA HPLC-FLUORESCENCIA

Factor/Ensayo ([ 1 (2 | 3 (4 (5|6 |7 | 8
Vol inyeccion (A |A|A | A|la|a|a|a
Eluente B|B|b bB|B|b|b
Flujo Clec|]C|lc|Clc|C]c
Aex D/ D|d|d|d|{d|D|D
Aem E|le|E|e|e|E|e]|E
[Resultado (trR) |[s|t|mw|v | w|]x|y]|=z

TABLA VIII

DISENO DE EXPERIMENTOS DE PLACKET Y BURMAN
PARA ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Factor/Ensayo 1}2 | 3145|678
pH A|lA|A|A]|]a]a|a]|a
A max B(B|[b]|b B b

esultado (Absorbancia) | 8 [ ¢t |u | v |w | x |y | Z




DISENO DE EXPERIMENTOS DE PLACKET Y BURMAN

TABLA IX

PARA ESPECTROFLUORIMETRIA

Factor/Ensayo 1| 2|3|4|5|6|7
pH A|lA|AlA]a|a|a
Aex B|{B(b|b|B|B|b
Aem Cle|C|le|€C|le|€C

esultado (Intensided | t|lulv|w|x|y
e fluorescencia)

Calculo de la diferencia para cada factor

A-a
B-b
C<
Dd

E-e

Va = 14(stHttutv) - 1/4(wtx+y+z)
Vi = 1/A(sH+wtx) - 1/4(utv+y+z)
Ve = 1/4(s+utwty) - 1/4(ttvixtz)
Vp = 1/4(sHt+y+z) - 1/4(utv+wix)

Vi = 1/4(s+utxtz) - VA(thviwhy)

Si [V] > 5(2)"* la diferencia es significativa

Donde:

[V] = valor absoluto del ¢ilculo de la diferencia de los promedios alto y bajo para cada

uno de los factores (A-E).

s = desviacion estandar derivada del experimento de precision.
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2.4.6.7 Estabilidad de la muestra.

Se guardaron en congelacion, alicuotas de liquido seminal a las que se le
adicioné gatifloxacina a una concentracion intermedia de la curva de calibracion y
periodicamente se descongelaron para analizarlas a los 5, 12, 24, 48 y 60 dias. Se
construyeron graficas control teniendo como valores limites los datos de la desviacion

estandar obtenidos del analisis de precision {Christian, 1994; FDA, 2001).
X+ 2s

Donde:

[T L (Y3 )

X"y s” =son los valores de la ecuacion 6.

2.4.7 Comparacion de los Métodos de Analisis

Los parametros de comparacion entre los diferentes métodos analiticos
desarrollados para la cuantificacion de gatifloxacina en liquido seminal, fueron la

sensibilidad en funcion del limite de cuantificacion (Ec. 5) y la precision (Ec. 6).
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2.4.8 Cuantificacion de Gatifloxacina en Liqusdo Senmmnal de Pacientes

La cuantificacion de gatifioxacina mntra y extracelularmente en liquido seminal
de pacientes, se llevé a cabo siguiendo el tratamiento de muestra desarrollado y

empleando los métodos seleccionados.

Las muestras de semen congeladzs fueron provistas por ¢l Labomtorio
Especializado de Andrologia del Departamento de Patologia de la misma facultad,
donde previamente se les practico un estudio seminologico y una bactenoscopia.
Posteriormente se analizaron por medio de HPLC con detector de fluorescencia y par
espectrofluonmetria. Los resultados fueron comparados haciendo un andlisis de vananza

de um factor (@ = 0.05) (Montgomery, 2004) con el programa Microsoft Excel ®.



RESULTADOS

3.1 Cromatografia de Liquidos de Altz Resolucion con

Detectores de Arreglo de Diodos y de Fluorescencia

De los sistemas de elucion probados, las mejores condiciones cromatograficas se
obtuvieron con la fase movil isocratica HO:MeCN 90:10, adicionada con TBA 10 mM
y acido citrico 25 mM, con flujo de 0.4 mL/min. El detector UV-VIS con ameglo de
d10dos 2 una Aqa de 293 mmn y el detactor de fluorescencia oon una A de 292 nm y una
Aem de 480 nm. Los cromatogramas obtemdos de la myeccion de gatfloxacing en
disolvente se muestran en las Figuras 7 y 8. Se determuné el tiempo de retencion de la
gatifloxacina bajo estas condiciones cromatograficas, con el detector de arreglo de

diodos fue de 2.5 minutos y con el detector de fluorescencia fue de 2.3 minutos.
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Figura 7. Cromatograma de gatifloxacina en disolvente con DAD.
Columna X-Terra RP 18, 5 pum (2.1 x 100 mm). Fase mévil isocrética
H;O:MeCN 90 :10, TBA 10 mM y écido citrico 25 mM. Flujo de 0.4
mbL/min. Ay 293 nm. tg del analito 2.6 min. En el recuadro superior
derecho se observa el espectro de absorcion de la gatifloxacina

2 .59

: f
= |
- / \

= I AN

Ve 100 1% 2m & 3180 4 aw

Figura 8. Cromatograma de gatifloxacina en disolvente con detector de
fluorescencia. Columna X-Terra RP 18, S pm (2.1 x 100 mm). Fase
movil isocritica H;O:MeCN 90:10, TBA 10 mM y éeido citrico 25 mM.
Flujo de 0.4 mL/min. Ay 292 nm,. ), 480 nm. tx del analito 2.3 min.

54



55

3.2 Tratamiento de la Muestra

3.2.1 Fraccionamiento de la Muestra

No se presentd ningun inconvenieute al separar ¢l plasma seminal del sedumento,
aplicando el procedimiento estandarizado por el laboratorio especializado de Andrologia
del Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina, U A N.L. Las muestras de
semen recibidas tenian un volumen promedio de 1 mL + 0.5, de las cuales el sedimento

constituia, como maximo, el 10 % de su volumen.

3.2.2 Preparacion de [a Muestm

Las porcentajes de recuperacion obtenidos por los métodos de SPE vy

precipitacion de proteinas con acetonitrilo se muestrae en la TABLA X
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TABLA X

PORCENTAJES DE RECUPERACION DE LA GATIFLOXACINA
CON DIFERENTE TRATAMIENTO DE MUESTRA

Técnica Recuperacion Observaciones

SPE No realizada | No viable para HPLC

Desproteinizacion + SPE
a) dilur en fase movil 21-34 % Pérdida de analito
b) evaporarcon N;

Desproteinizacion Gnica

" s
2Y dibtirjen fastymovil 95 % Las muestras precipitan

1*y 2° Desproteinizacion 95 9 No se pierde analito
a) diluir en fase movil ? No precipitan

3.2.2.1 Extraccion en Fase Solida.
Después de inyectar al cartucho de SPE la muestra de semen cruda sin un
tratamiento previo, se obtiene una muestra turbia y muy densa, caracteristicas no

compatibles para su inyeccion al HPLC, razon por la cual no se obtuvo su porcentaje de

recuperacion.

Al inyectar el cartucho de SPE con una muestra de semen previamente
desproteinizada, se encontraron porcentajes de recuperacion del 34 %. Para las muestras
que al salir del cartucho fueron evaporadas con Nz y posteriormente resuspendidas en

fase movil, se calcularon porcentajes de recuperacion del 21 %.
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3.2.2.2 Desproteinizacion con Acetonitnlo.
Los parcentajes de recuperacion obtenidos de las muestras de semen
desproteinizadas con un volumen igual de acetonitrilo fueron de 95 %. Estas muestras

Precipitaban dentro de los viales a temperatum ambiente y en refrigeracion.

Las muestras de semen desprotewnizadas con un segundo volumen de gcetonitnlo
no precipitaron en los viaies. Los porcentajes de recuperacion obtenidos por este método

fueron de 95 % Este fue el tratamiento de muestra de eleccion.

Ninguno de los sedimentos observados al nucroscopio, sonicados y no sonicados

presento restos celulares.

3.3 Validacion de HPLC con DAD y Fluorescencis en Liquido Semmal

33.1 HPLC con DAD

3.3.1.1 Cromatograra.

El cromatograma de gatifloxacina en liquido seminal, obtenido con el detector de
arreglo de diodos a 293 nm, asi como el espectro de absorcion de la gatifloxacina se
muestran en la Figura 9. La gatifloxacina se observa a un tempo de retencion de 2.5
munutos. Las sebales con tiempo de retencion menor a 1.9 mmutos corresponden al

liquido semnal
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Figura 9. Cromatograma de gatifloxacina en liquido seminal con DAD. Columna X-Temra
RP 18, 5 ym (2.1 x 100 mm). Fase mowvil isocritica HyO:MeCN 90:10, TBA 10 mM y acido
citrico 25 mM. Flujo de 0.4 mL/min. Ag, 293 nm. tx del analito 2.5 min. En el recuadro
superior derecho se observa el espectro de absorcion de la gatifloxacina.

3.3.1.2 Linealidad, Limites de Deteccion y Cuantificacion.

El método desarrollado por HPLC con DAD para la determinaciéon de
gatifloxacina en liquido seminal presentd un coeficiente de regresion lineal de 0.999,
con limites de deteccion y cuantificacion de 0.7 y 2.3 ug/mL, respectivamente. Una

curva de calibracion y la ecuacion de la recta se muestran en la Figura 10.
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100000 + R =0999
50000 + y = 12967x - 6646

pg/mL

Figura 10. Curva de calibraciéon de gatifloxacina en liquido
seminal por HPLC-DAD.

3.3.1.3 Precision y Porcentajes de Recuperacion.
El método tiene un coeficiente de variacion del 3.4 % para los valores intermedios
de la curva de calibracion, con una desviacion estandar de 0.2. El porcentaje de

recuperacion es del 95 % + 10.

33.1.4 Robustez.

Los resultados obtenidos del anzlisis de robustez mediante un disefio de
experimentos de Placket y Burman se muestran en la TABLA X1 El parametro a evaluar
fue el tz del analito y las vanables evaluadas fueron: el volumen de inyeccion, la
proporcion del eluente HO:MeCN (permanecieron constantes las concentraciones de

TBA y acido citrico), el flujo y 1a Ame. El analisis de los datos obtenidos demostro
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(TABLA XII) que la proporciém del eluente y el flujo son dos variables cuyas pequefias

modificaciones afectan las determinaciones por este método.

TABLA XTI

ENSAYO DE ROBUSTEZ, DISENO DE EXPERIMENTOS
DE PLACKET Y BURMAN PARA HPLC-DAD

Experimento 1 2 3 4 5 6 7 8
Inyecciéon (ul) 3 8 8§ 8 3 3 3 3
Eluente 95:5 | 95:5 |B5:15!85:15) 95:5 | 95:5 [85:15(85:15
Fluje (mL/min) | 05 | 03 | 05 [ 03 | 05 [ 03 | 05 | 03
Amax 296 | 296 | 290 | 200 [ 290 | 290 | 296 | 296
tg (minutos) 49 3 1 15| 48 | 8.1 1 15

TABLA XIT
RESULTADOS DEL ENSAYO DE ROBUSTEZ PARA HPLC-DAD

Factor V] Afectan
Inyeccién (ul) 0 No
Eluente 208 Si
Flujo (mL/min) 74 Si
Anc g No

Si V] >s(2)", la diferencia es significativa
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3.3.1.5 Selectividad.
Se analizaron 30 muestras de individuos que no tomaron gatifloxacina. En ninguna
de las muestras se detectd sefial al tiempo de retencion del analito (Figura 11). Ninguno

de los cromatogramas presento sefiales a tg > 1.8 min.
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Figura 11. Cromatograma de liquido seminal con DAD. Columna X-Terra RP 18, 5
pm (2.1 x 100 mm). Fase movil isocratica H,O:MeCN 90:10, TBA 10 mM y
acido citrico 25 mM. Flujo de 0.4 mL/min. Ay 293 nm La flecha indica el tp
para la sefial analitica de la gatifloxacina.

3.3.2 HPLC con Detector de Fluorescencia

33.2.1 Cromatograma.
El cromatograma de gatifloxacina en liquido seminal con detector de fluorescencia

a una longitud de onda de excitacion de 292 nm y de emisién de 480 nm se muestra en la
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figura 12, La gatifloxacina present6 un tiempo de retencion de 2.3 minutos. Las sefiales

correspondientes al liquido seminal tienen un tiempo de retencion de 0.9 y 1.2 minutos.
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Figura 12. Cromatograma de gatifloxacina en liquido seminal con detector de
fluorescencia. Columna X-Terra RP 18, 5 um (2.1 x 100 mm). Fase movil
isocriatica H,O:MeCN 90:10, TBA 10 mM v acido citrico 25 mM. Flujo de 0.4
mL/mm. Ax 292 nimn,. Ay 480 nm. tz del analito 2.3 min. La flecha seflala el pico
correspondiente al analito.

3.3.2.2. Linealidad, Limites de Deteccién y Cuantificacion.

El método por HPLC con detector de fluorescencia para la determinacion de
gatifloxacina en liquido seminal presenta un coeficiente regresion lineal de 0.999, con
limites de deteccion y cuantificacion de 0.01 y 0.03 pg/mL respectivamente. La curva de

calibracion y la ecuacion de la recta se muestran en la Figural3.
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Figura 13. Curva de cahibracién de gatifloxacina en liquido
seminal por HPLC-fluorescencia.

3.3.2.3 Precision y Porcentajes de Recuperacion.
E! método tiene un coeficiente de variacion de 2 8 % para el valor intermedio de la curva
de calibracién, con una desviacion estindar de 0.02. El porcentaje de recuperacion es del

95 % + 10.

3.3.2.4 Robustez.

El resultado obtenido del analisis de robustez con un disefio de experimentos de Placket
y Burman se muestra en la TABLA XIH. El parametro a evaluar fue el tiempo de
retencidén del analito y las vanables evaluadas fueron: el volumen de inyeccion, la
proporcion del eluente Hy0:MeCN (TBA y acido citrico permanecieron constantes), la
velocidad de flyjo, la longitud de onda de excitacién y la longitud de onda de emision.

El analisis de los datos obtenidos demostrd TABLA XIV que la proporcion del eluente y
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la velocidad de flujo son dos variables cuyas pequefias modificaciones afectan las

determinaciones por este método.

TABLA XIII

ENSAYO DE ROBUSTEZ, DISENO DE EXPERIMENTOS DE
PLACKET Y BURMAN PARA HPLC-FLUORESCENCIA

Experimento 1 2 3 4 5 6 7 8

Inyeccion (pL) 8 8 8 8 3 3 3 3

Eluente 95:5 | 95:5 |85:15|85:15| 95:5 | 95:5 |85:15|85:15
Flyjo (mL/min) 05103 |05 [03|05([03]05]03
Aex 295 | 295 | 289 | 289 | 289 | 289 | 295 | 295
- 483 | 477 | 483 | 477 | 477 | 483 | 477 | 483

tg (minutos) 49 8 1 15| 48 | 81 1 15

TABLA XIV
RESULTADOS DEL ENSAYO DE ROBUSTEZ
PARA HPLC-FLUORESCENCIA

Factor IVl Afectan
Inyeccion (pl) 0 No
Eluente 208 Si
Flujo (mL/min) 74 Si
Aex 0 No
Aem 02 No

Si V| > s(2)"*, la diferencia es significativa
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3.3.2.5 Selectividad.

De las 30 muestras analizadas, correspondientes a individuos que no estaban en
tratamiento con gatifloxacina, ninguna presenté interferencia en el tiempo de retencion
donde se esperaba la sefial del analito (Figura 14). Ninguno de los cromatogramas

presento sefiales a tR > 1.3 min.

Fiuareseence

300 1% 400 *

Figura 14. Cromatograma de liquido seminal con detector de fluorescencia
Columna X-Terra RP 18, 5 pm (2.1 x 100 mm). Fase mévil isocratica
H;O:MeCN 90:10, TBA 10 mM y dcido citrico 25 mM. Flujo de 0.4
mL/min. A 292 nm, A, 480 nm. La flecha indica el t para la sefial del
analito.

3.3.2.6 Estabilidad.
La gatifloxacina en muestras de semen congeladas es estable un minimo de 60 dias

(Figura 15).
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Figura 15. Estabilidad de la gatifloxacina en liquido seminal.

3.4 Espectroscopia UV-VIS

3.4.1 Seleccion del Disolvente

La Figura 16 muestra los espectros de absorcién de la gatifloxacina con los
diferentes disolventes. La TABLA XV muestra las absortividades molares (&)
determinadas y las .. para la gatifloxacina en los disolventes probados. Con el
metanol se obtuvo la mayor absortividad molar para la gatifloxacina, mientras que, con

el acetonitrilo se obtuvo la mayor solubilidad.
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1.T
2 maximas:
Agua 286, 333 nm
MeOH 294 nm
1 MeCN 293 nm

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figura 16. Espectros de absorcién de la gatifloxacina con los diferentes disolventes.

TABLA XV

PARAMETROS DE SOLUBILIDAD Y ABSORTIVIDAD
MOLAR DE LA GATIFLOXACINA

Disolvente € Solubilidad A méxima
Agua 25500 C 286
Metanol 31500 r 294
Acetonitrilo 16875 ++ 293




3.4.2 Efecto en el Espectro de Absorcion Debido a la Variacion del pH

La gatifloxacina presenta la mejor repuesta a pH 3 con el buffer de citratos. En la

Figura 17 se muestran los espectros de absorcién del analito a los diferentes pH.

PH 3 (Amax 293 nm)
pPH 7 (hax 286 nm)
' N\ PH 12 (Oemax 290 Nnm)

& Ao\
5 A - S // \\_,/._’\
N7 2N
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220 240 260 280 300 320 340 360 180

Figura 17. Espectros de absorcion de la gatifloxacina a diferentes pH.

343 Analisis de Gatifloxacina por Espectroscopia UV-VIS

La Figura 18 muestra una curva de calibracién de gatifloxacina en acetonitrilo y

la ecuacion de la recta, también las absorbancias (0.007 — 0.06) obtenidas al procesar y
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leer estindares de gatifloxacina en liquido seminal con concentraciones de 10 a 20

pg/mL.

06 | R=09%9
1 y=0.031x-0011

absorbancia
o
F S

Figura 18 Curva de calibracion de gatifloxacina en disolvente

por Espectroscopia UV-VIS con arreglo de
diodos. Estandares en liquido seminal sin respuesta lineal
(rojo), por la misma téenica

3.4 4 Analisis de Gatifloxacina por Espectroscopia de Derivadas

En la Figura 19 se muestran los espectros de 1* derivada de liquido seminal de
individuos que no estaban tomando gatifloxacina, asi como dos estandares del analito en
disolvente. Los estandares en matriz, no presentaron longitudes de onda adecuadas para
la aplicacion de la técnica de 1° derivada para cuantificar gatifloxacina en liquido

seminal.



Figura 19. Espectros en 1* derivada, de liquido seminal de individuos que
no estin tomando gatifloxacina Estindares de gatifloxacina en
disolvente (rojo y celeste) que prometian un cruce al cero (flechas negras).

20 240 260 280 300 320 340 360 380

3.5. Espectrofluorimetria

3.5.1 Efecto en el Espectro de Emision Debido a la Variacion del pH

En la Figura 20 se muestran los espectros de emision del analito en liquido
seminal a los diferentes pH. La gatifloxacina presenta la mejor repuesta a pH 3 con el

buffer de citratos. El pH alcalino aumenta considerablemente la sefial del semen.
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Figura 20. Espectros de emision de fluorescencia de gatifloxacina en liquido
seminal a diferentes pH. ex 300 nm, 7.em 486 nm.

3.5.2 Anadlisis de Gatifloxacina por Espectrofluorimetria

La Figura 21 muestra los espectros de emision de estandares de gatifloxacina en
liquido seminal a pH 3 con un intervalo de concentraciones es de 0.2 a 2 pg/mL. Aex
300 nm, Aem 486 nm,
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Figura 21. Espectros de emision de fluorescencia de gatifloxacina en liquido seminal.
Intervalo de eoncentraciones de 0.2 a 2.0 pg/ml., pH 3, Aex 300 nm, Aem 486 nm.

3.5.3 Analisis de Gatifloxacina por Espectrofluorimetria de Derivadas

En la Figura 22 se muestran los espectros de emision de fluorescencia en 1°
derivada de la curva de calibracion de gatifloxacina en liquido seminal de la Figura 21.
La sensibilidad del método disminuye considerablemente. No se encontraron longitudes
de onda adecuadas para la aplicacion de la técnica de cruce al cero para cuantificar
gatifloxacina en liquido seminal
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Figura 22. Espectros de emision de fluorescencia de 1* derivada de Ia gatifloxacina
en liquido seminal. Concentraciones de 0.2 a 2.0 ug/mL. pH 3, Aex 300 nm. En
el recuadro superior central se observa un aumento de 382 a 560 nm.

3.5.4 Validacion

3.5.4.1 Linealidad, Limites de Deteccion y Cuantificacion.

El método por espectrofluonmetria modo scan para la determinacion de

gatifloxacina en liquido seminal presenta un coeficiente de regresion lineal de 0.999, con
limites de deteccion y cuantificacion de 006 y 0.2 pug/mL, respectivamente. La Figura
23 muestra la curva de calibracion y la ecuacion de la recta de gatifloxacina en liquido

seminal.
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Figura 23. Curva de calibracion de gatifloxacina en liquido

seminal por Espectrofluorimetria. Aex 300 nm, Aem 486
nm.

3.5.4.2 Precision y Porcentajes de Recuperacion.
El método tiene un coeficiente de vantacion de 1.3 % para los valores intermedios
de la curva de calibracién con una desviacion estandar de 0.7. El porcentaje de

recuperacion es del 62 % + 10.

3.5.4.3 Robustez.

Las TABLAS XVI y XVII muestran el resultado del analisis de robustez para
espectrofluonmetria. El parametro a evaluar fue la respuesta del analito y las vanables
evaluadas fueron: Aw. Aem ¥ €l pH. El anilisis mostro que las variables cuyas pequeiias

modificaciones afectan las determinaciones por este método son A y el aumento de pHL
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TABLA XVI

RESULTADOS DEL ANALISIS DE ROBUSTEZ PARA

ESPECTROFLUORIMETRIA
VARIABLES: A, ¥ A

. Yion \ Afectan
300 488 0.23 No
300 484 012 No
289 486 2.26 Si
302 486 3.72 Si

Si V] >s(2)", la diferencia es significativa

TABLA XVII
RESULTADOS DEL ANALISIS DE ROB’USTEZ PARA
ESPECTROFLUORIMETRIA
VARIABLE pH
pH V] Afectan
2 0.72 No
4 1.66 Si

Si [V|>s(2)"", la diferencia es significativa

3.5.4 4 Selectividad.
De las 30 muestras analizadas, correspondientes a individuos que no estaban en

tratamiento con gatifloxacina, ninguna presentd sefial en el espectro de emision a la
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longitud de onda que se esperaba la respuesta del analito (Figura 24). Por lo tanto, el

liquido seminal no interfiere con la determinacion de gatifloxacina.

3

/

S J =
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Figura 24. Espectro de emusion de fluorescencia de liquido seminal. Aex 300
nm, Aem 486 nm.

3.6 Comparacién de los Métodos de Andlisis

Los limites de cuantificacion y coeficientes de vanacion de los métodos
desarrollados y comparados se muestran en la TABLA XVIIL El método que ofrece la
mayor sensibilidad es HPLC con detector de fluorescencia, sin embargo, el método por

espectrofluorimetria resulté ser el méas preciso, ademas de sencillo, ripido y de bajo
costo.



77

TABLA XVII

LIMITES DE CUANTIFICACION DE GATIFLOXACINA Y
COEFICIENTES DE VARIACION DE LOS METODOS

- Espectro HPLC- HPLC- Espectro-
Pardmetros | vy vig DAD | fiuorescencin | finorimenta
LC
>20 3 0 :
ey 2 2 0.03 02
Precision ) 34% 28% 13%

3.7 Cuantificacion de Gatifloxacina en Liquido Seminal de Pacientes

Los valeres de la cuantificacion de gatifloxacina obtenidos por ambos métodos se
observan en la TABLA XIX. No se observo diferencia significativa con la prueba de
varianza de un factor o = 0.05, entre la cuantificacion de gatifioxacina en liquido
seminal por HPLC con detector de fluorescencia y por espectrofluorimetria. Los
cromatogramas por HPLC-DAD, HPLC-fluorescencia, y el espectro de emision de

fluorescencia de las muestras del paciente 10, se observan en la Figura 25,



TABLA XIX

NIVELES DE GATIFLOXACINA EN LiQUIDO SEMINAL DE
PACIENTES EN TRATAMIENTO POR INFERTILIDAD

HPLC-

Paciente Muestras fluorescencia Espeomofinatimetrla
s, ug/mL
Semen total 02 Muestra insuficiente
1 Plasma seminal 0.1 No deteciable
Sedimento 0.1 No detectabie
5 Plasma seminal 34 33
Sedimento 33 Muestra insuficiente
p Plasma seminal 5.4 5.1
Sedimento 08 Muestra insuficiente
Semen total 6.1 6.0
4 Plasma seminal 56 54
Sedimento 1.0 11
5 Semen total 05 04
. Plasma seminal 25 21
Sedimento 04 Muestra msuficiente
. Plasma seminal 4.0 3.9
Sedimento 33 29
Semen total 0.1 No detectable
8 Plasma seminal 01 No detectable
Sedimento 0.1 No detectable
Semen total 6.6 5.7
9 Plasma seminal 5.8 56
Sedimento 18 1.4
10 Semen total 08 0.7

78
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HPLC-UV
No detectable
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Figura 25. Cromatogramas por HPLC-DAD, HPLC-fluorescencia y espectro de
emision de fluorescencia, del liquido seminal del paciente 10. El circulo
sefala el t del analito por HPLC-DAD, las flechas indican la sefial del analito para
HPLC-fluorescencia y Espectrofluorimetria.



DISCUSION

En el presente trabajo se probarun 4 técmicas analiticas para la determmacion de
gatifloxacina en liquido seminal y se desarrollaron y validaron 3 métodos para su
cuantificacion en dicha matniz bioldgica. La aplicacion de los métodos desarrollados fue
evaluada con 22 muestras comespondiemtes 8 1O pacientes en tratamiento con

gatifloxacina.

4.1 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion con
Detectores de Arreglo de Diodos y de Flonorescencia

Se trabajd con una columna fase reversa y los primeros sistemas de elucién
probados fueron los cominmente usados con este tipo de columnas, como Metanol: HzQO
y Acetonitrilo:H>O, en diferentes propoiciones, sin obtener resultados. Un analito con
caracteristicas de zwitterion como la gatifloxacina, no respoade a lés fenémenos
normales de separacion que acurren en una columna fase reversa, la cual, se emplea para

separar moléculas neutras y no compuestos con carga.
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También se probé acidificar la fase con dcido férmico (Vishwanathan, 2001),
para mantener el analito en una de sus formas 10nicas pera tampoco dio resultados. Es
necesario pam Su separacion y determinacion que la fase moévil contenga un aditivo,
llamado cominmente reactivo de par iénico, ¢l cual puede ser de carga contraria o de la

misma carga del analito.

En el primero de los casos, el reactiveo de par 16nico (-) neutraliza la carga del
analito (+) permitiéndole mteractuar con la fase estacionana, simulando un mecanismo

de separacidn en fase reversa,

En el segundo de los casos, no ocurre un fendmeno tipico de par idnico pero se
explica por un modelo, donde el reactivo (+) se adsorbe a la superficie no polar C18,
dejindola con carga (+), minimizando el drea de superficie disponible para la adsorcién

del analito.

4.1.1 Equilibaar una Columnz Fase Reversa con Reactivo de Par Ionico

Al adicionar un reactivo de par iénico en la columna, se presento el becho de que
ésta no podria voiver a usarse como una fase reversa convencional, es decir, tendria que

usdrse solamente para trabajar con el par ionico elegido (Quattrocchu, ez al., 1992).

Para embeber la columna fase reversa con reactivo de par ibnico (TBA) fue

necesano dejar pasar un mimmo de 200 volumenes de fase mévil antes de empezar a
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trabajar y cbtener los beneficios del par ionico (Quattrocchi, es af., 1992). Conforme
transcurmio el tiempo de uso de la columna, ésta llegd a saturarse completamente,
requiriendo menor tiempo de equilibrio; mientras tanto, fue necesaria conectar la
columna la noche anterior al dia de trabajo con un flujo bajo de 0.1 a 0.2 mL/min y por
la mafiana aumentar el flujo a 0.4 mL/min, dejarla asi por 5 h mas, antes de inyectar y

hacer una inyecci6n de prueba para continuar o dejarla mas tiempo en equilibro.

4.1.1.1 Lavado de la Columna.

No fue necesario un cuidado especial para la columna al trabajar con el sistema
de eleccion. La columna se guardd en fase movil sin presentar problemas de
precipitacion. El hecho de no lavar la columna al finalizar el tiemapo de trabajo, evitd el

aumento en el tempo de equilibrio.

412 Presencia de Aditivos en la Fase Movil

En el sistema de elucidn seleccionado se empled el fosfato de tetrabutil amonio
(+) y se trabajo con un pH icido, en €l cual, la gatfloxacina se encuentra cargada
positivamente. El efecto del TBA consiste en recubrir los OH de los residuos silanoles
de la colomna para evitar su interaccién con el analito, esto reduce el valumen de

retencion de la gatifloxacina y optimiza la forma del pico (Bidlingmeyer, 1992).

Tomando en cuenta la naturaleza i6nica de la gatifioxacina, la separacion podria

optimizarse can la presencia de una disolucién amortiguadora en la fase moévil, en este
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caso s€ uso un amortiguador de citmatos, el cual minimizd las interacciones
electrostiticas de la fase estacionana con el analito, perrutiendo asi la elucion de éste en
zotas tmas estrechas. La adicién de acido <itrico a la fase mévil, no dio problemas con la
solubilidad ni aumentd la presion de la columna, por lo cual no fue necesario usar una

columna termostatada.

Se probo afiadir a la fase mdvil dodecil sulfato de sodio (SDS), para estrechar la
base del pico del analito. Se afiadieron concentraciones de 10 y 15 mM pero no se
observaron cambios em el cromatograma, se aumemto 1a concentracion a 20 mM y fue
entonces cuando se observd un pico 0.2 min mas estrecho. Con la adicidén de SDS a la
fase movil se presentaron problemas para disolverla, era una fase muy densa, auments lIa
presién en la columna a pesar de usar una temperatura de 40 °C para disminuir la
viscosidad, ademas la fase precipitaba en el recipiente. Como resultado de las
caracteristicas desfavorables de la fase movil al afadir el SDS y la poca mejoria en la

forma del pice, La adicién de este reactivo a la fase mdvil fue descartada.

42 Tratamieato de Ia Muestra

4.2.1 Fraccionamiento de la Muoestra

Las muestras de semen fueron fraccionadas para analizar el semen, el plasma

seminal y ol sedimenw. Durante la separacion del plasma seminal de! sedimento, fue
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necesario decantar hasta el Glaumo residuo de plasma parm asegurar que las
coucentraciones medidas de gatifloxacina correspondian a la determinacion intracelular
exclusivamente v descartar el hecho de estar cuantificando gatifioxacina del plasma

remanente en el sedimento.

4.2.2 Preparacion de la Muestra

4.2.2.1 Cartuchos de Extraccion en Fase Solida.

Un gran nameéro de aplicaciones s¢ han reportado para la extraccion en fase
stlida con buenos resultados. Los cartuchos de extraccidn en fase sblida Qasis HLB
contienen ua sorbente polimérico ¢ptimo para SPE fase reversa, es un copolimero de
balance hidrofilico-hidrofobico (N-vinilpirolidona - Divinilbenceno) que ofrece altas
recuperaciones y reproducibilidad, fuerte retencién y selectividad para compuestos

4cidos, basicos, i0nicos 0 no idnicos (Waters, 1999).

Dada la complejidad de la matriz biolégica, al inyectarla directamente en el
cartucho de SPE, se obtenia una muestra densa y turbia que oo podia ser fikrads para

inyectarse al HPLC, hecho por el cual no fue procesada y se buscéd otea alternativa.

La desproteinizacién con acetonitrilo previa a la inyeccién al cartucho fue la
segunda opcidn. Ea este caso, se obtuvo una muestra viable para el HPLC, pero sl
calcular los porcentajes de recuperacion, éstos resultaron muy bajos. Se probé evaporar

el disalvente con N y resuspender en fase mévil para concentrar el analito pero esto no
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resolvio el problema y los porcentajes de recuperacion no eran constantes. La razoén de
los bajos porcentajes de recuperacion se debe a la caracteristica de zwitterion que tiene
el analito, pues se eluia tanto con los lavados acuosos para eliminar la matriz biolégica,
como c¢on los lavados con solvente para recuperar el analito. Lo anterior se comprobo al

procesar los lavados para inyectar al HPLC.

4.2.2.2 Desprotemizacion con Acetonitnlo.
El disolvente de eleccion para el tratamiento de la muestra fue el acetonutnlo, ya
que no presenta interferencias porque no absorbe en el ultravioleta, ni tiene emision de

fluocrescencia.

Las muestras de semen desproteinizadas con un volumen igual de acetonitrilo y
posteriormente diluidas en fase mévil, ofrecieron buenos porcentajes de recuperacion.
Pero se presento otro problema, algunas muestras comenzaron a precipitar en los viales,

finalmente todas lo hicieron, a temperatura ambiente y/o en refrigeracion.

Para eliminar las proteinas remanentes, se probo aiiadir un segundo volumen de
acetonitrilo y centrifugar nuevamente. Las muestras procesadas con una segunda
centrifugacion, no precipitaron en los viales y mantvieron los buenos porcentaje de
recuperacion, razon por la cual, éste fue el tratamiento de muestra de eleccion para ls

fraccion de semen, plasma seminal y sedimento.

Para el caso particular de los sedimentos inicialmente se midid su volumen y un

volumen igual de acetonitrilo fue afladido pama desproteinizar, se siguid el tratamiento de
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muestra elegido, guardando siempre la proporcion 1:2, en este caso el volumen final
obtenido requeria el uso de insertos en los viales para HPLC y para el caso de
espectrofluorimetria no era un volumen suficiente para llenar la celda. Se optd entonces
por afladir a los sedimentos 500 pl. de acetonitrilo para desproteinizar, siguiendo
exactamente ¢l mismo tratamiento que el semen y el plasma seminal, esto permitio
obtener un volumen final mayor, suficiente para no usar inserto en el vial de HPLC y
suficiente parz llenar la celda del espectrofluorimetro. Esta dilucion no afectd los limites

de cuantificacion para los sedimentos.

La revision microscdpica de los sedimentos sonicados y no sonicados, corprobd
la ausencia de células. Esto confima que el tratamiento de desproteimizacidn con
acetonitrilo, estandarizado para el tratamiento de muestras, es suficiente para asegurar la
lisis celular y, por tanto, la liberacion del contenido intracelular para hacer las
determinactones de gatifloxacing en €ste. Por lo taato, el proceso de sonicacion no se
aplicd para el tratamiento de los sedimentos de liquido seminal de pacientes en

tratamiento con gatfloxacina.
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4.3 Validacién de HPLC con DAD y Fluorescencia em Liquido Seminal

4.3.1 HPLC ¢on DAD

Aunque el detector ultravioleta con arreglo de diodos es un método lineal, precisc
y con buenos porcentajes de recuperacion, resultdé poco sensible para la cuantificacion
del analito en la matnz biologica. Ofrece la ventaja de que permite tdentificar el analito
mediante la comparacion del espectro de la sefial cromatografica que se sospecha sea el
analito, con el espectro de su estindar correspondiente; sin embargo, dada su baja

sensibilidad, no seriz el método de primera eleccion.

4.3.2 HPLC con Detector de Fluorescencia

El método validado por HPLC con detector de fluorescencia es lineal, preciso y
con buenos porcentajes de recuperacién, El detector de fluorescencia es casi 100 veces
mis sensible que el detector ultravioleta, hecho que lo coloca como el método de
eleccion, dada su alta sensibilidad pam el analito y el potencialmente escaso volumen de

los especimenes clinicos.
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4.3.3 Estabilidad del Analito en la Matniz Biologica

La gatifloxacina en muestras de semen congeladas es estable un mimimo de 60
dias, esto permite almacenar muestras para procesarlas un mismo dia sin correr el riesgo
de ver alterados los resultados, ademas, disminuye los costos del analisis, pues el gasto
de estandares y disolventes se realizaria una sola vez para cierto naimero de muestras.
También permite almacenar el remanente de muestra en caso de requerirse posteriores

aclaraciones.

4.4 Espectroscopia UV-VIS

4.4.1 Seleccion del Disolvente

Aunque se probaron como posibles disolventes el metanol y el agua, el
disolvente de eleccion fue el acetonitrilo, pues a pesar de presentar los menores
coeficientes de absortividad molar, ofrecia [a mayor solubilidad para el analito y ademas

estaba mplicito en el tratamiento desarrollado para las muestras.
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4.4.2 Efecto en el Espectro de Absorcion Debido a la Variacion del pH

La gatifloxacina por ser un zwitferomn, es seasible a los cambios de pH,
caracteristica que se utilizoé para aumentar la sensibilidad del método, es decir, buscar el

PH en el cual el analito presentara la mejor respuesta.

Al alcalinizar el medic (pH 12), se observd un efecto batocromico e
hipercramico, respecio al pH neutro. Al acidificar el medio (pH 3) el efecto batocromico
es mayor que a pH alcalino, asi como tambieén el efecto hipercronuco, razon por la cual

sc eligio trabajar a pH acido.

4.4.3 Anilists de Gatifloxacina por Espectroscopia UV-VIS

Al trabajar con estindares de gatifloxacina en disolvente, 0o se presentd ningun
probiema, la respuesta fue lineal a concentraciones de 1 a 20 gg/mL; sin embargo, se
hizo evidente la baja seasibilidad del método. Al procesar estindares de gatifloxacina en
la matriz biologica se pudo constatar el hecho, ya que no se obturvo respuesta lineal a
concentracionesde 10 a 20 pg/mL y se estaba en un rango de absorbancias muy bajo
(0.007 — 0.06 UA). En virtud de la escasa sensibilidad del método para detectar
gatifloxacina en liquido seminal, la espectroscopia UV [ue descartada y 0o se continud

con su validacion,



4.4.4 Analisis de Gatifloxacina por Espectroscopia de Denvadas

La espectroscopia de derivadas es una técmica empleada para aumentar la
estructura fina de las curvas espectrales, permite determinar fa concenfracion de un
analito cuyo espectro esté fuertemente solapado con otro pico, ademas, incrementa
considerablemente la sensibilidad y seleciividad (Lopez-de-Alba, Lopez-Martinez,

1993).

Como una alternativa para desarrollar un método que pudiera eliminar el
tratamiento de muestra, se probo la llamada técnica de “cruce al cero” con los espectros
en 1° derivada para cuantificar la gatifloxacina en Ja region del espectro donde el liquido
seminal no presentara sefial, sin embargo, por la complejidad de la matniz bioldgica esto

no fue posible.

Al aplicar la 1° denvada a diferentes muestras desproteinizadas de liquido
seminal de mdividuos que no estaban en tratamienio con gatifloxacina, se observé que
cada muestra tiene un espectro personalizado, es decir, que s1 bien mantenian un patron
similar, éste no era exactamente el mismo y estas pequefias varaciones entre maximos y
minimos hacian imposible estandanizar el método. Ademas de no encontrar un cruce al
cero reproducible para todas las muestras, fa sensibilidad del método por espectroscopia

de derivadas, resulto bajo para cuantificar gatifloxacma en liquido seminal.
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4.5 Espectrofluorimetria

4.5.1 Efecto en el Espectro de Enusion Debido a la Variacion del pH

La emision de fluorescencia de un analito zwitterion como la gatifloxacina, es

sensible a las modificaciones cn el pH.

El espectro de emusion de la gatifloxacina en liquido semunal a pH acido, no
presenta efectos de desplazamiento en las sefiales del analito ni de 1a matriz bioldgica,
respecto al espectro 3 pH neutro. Pero si ofrece un aumento en la emision de
fluorescencia para todas las sefiales. Tomando en cuenta que la gatiffoxacina a pH acido
se eticuentra protonada, es decir con carga (+), se le afiadié SDS (-), pero no se observd

ungun cambio en el espectro.

El pH alcalmo no presenta ningin efecto en el espectra de emision de
fluorescencia para ls sefial del analito, perv las sefiales del liquido semmal aumentan
considerablemente su emision de fluorescencia y se desplazan hacia A mayores. A pH
alcalmo la gatifioxacina presenta carga (-), se le agregd TBA (+), pero &ste no causa

ningun efecto en el espectro.

La mayor sensibilidad se obtuvo con el amortiguador de citratos a pH 3, mzén

por la cual se validé el método trabajando com este pkL
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4.5.2 Analisis de Gatifloxacina por Espectrofluorimetria

La gatifloxacina en liquido seminal no presenté las mismas longitudes de onda de
excitacion y emision que en disolvente, razon por la cual se realizd un scan 3D en el
equipo para establecer la longitud de onda de excitacion y la longitud de onda de
emision de mayor respuesta para el analito, donde no causara interferencia la matriz

biologca.

Una ventaja del fenomeno de fluorescencia es la de poder aumentar la intensidz
de emision de un analito fluorescente, si s¢ incrementa el poder de la fuente d
excitacion (Skoog, Leary, 1994). Todos los espectros de emision se leyeron a 650 v. §
intentd aumentar la sensibilidad trabajando con 900 v, la sensibilidad aumenta, pero no
se logré mejorar los limites de detecciéon y cuantificacion, ya que la respuesta de la
matniz bioiogica aumenta al igual que la del analito. Las muestras de paciente leidas a
900 v se saturaban y habia que diluirlas para leer, esas mismas muestras leidas a 650 v

no presentaron problemas de saturacién m de deteccion.

4.5.3 Analisis de Gatifloxacina por Espectrofluorimetria de Derivadas

Se probé la llamada técnica de “cruce al cero” con los especiros en 1* denvada
para cuantificar la gatifloxacina en liquido seminal sin tratamiento de muestra, sin

embargo, por la complejidad de la matnz biologica esto no fue posible.
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Al aplicar la 1* denvada a los estandares en ruatriz de la curva de calibracién de
gatifloxacina, no se encontré un cruce al cero, la sensibilidad del método por
espectrofluorometria de derivadas resulté menor que a modo de scan para cuantificar

satifloxacina en liquido semunal.

4.5.4 Validacion

El método desarrollado por espectrofluonimetria resultdo mas sensible que FHIPLC-
DAD, pero menos sensible que HPLC-fluorescencia; es un meétodo lineal y de mayor

precision que los anteriores.

El porcentaje de recuperacién es menor por espectrofluorimetria, la dismuucion se
debe a una interferencia de la matriz biolégica, debe recordarse que a diferencia de la
técnica por HPLC, aqui nunca se enicuentra el analito separado de la muestra. Sin
embargo, la recuperacion es un paramstro sacrificable si el método es lineal, preciso,

reproducible y sirve para los fines propuestos, como es €l caso.

En vista de que la mairiz bioldgica munca esti separada del analito, no debe pasarse
por alto el ensaya de robustez del cual se sabe que, vanaciones ea la longitud de onda de
excitacion, pueden traer consigo aumente en las sefiales de la matriz biolégica y sobre

todo disminucion en la respuesta del analito. También debe cuidarse el aumento del pH
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ya que, ademas de aumentar la respuesta del semen, disminuye la respuesta del analito

sacrificando sensibilidad.

4.6 Comparacion de los Métodos de Analisis

El método mas sensible fue el de HPLC con detector de fluorescencia,
caracteristica que lo hizo el mejor candidato para analizar las muestras de pacientes en
tratamiento. Aunado a su sensibilidad, el método es preciso y con buenos porcentajes de
recuperacion. Ademas, la técnica por HPLC, minimiza los efectos de matnz, at separar

el analito de la misma, antes de detectarlo.

Por otro lado, el método desarrollado por espectrofluorimetria, como se
menciono anteriormente, fue el mas preciso, ademas de sencillo, rapido y de bajo costo.
A pesar de su porcentaje de recuperacion menor, la nobleza de este método lo hizo
candidato para analizar las myestras de pacientes en tratamiento, razon por {a cual fue

aplicado también.

4.7 Cuantificacibon de Gatifloxacina en Liquido Seminal de Pacientes

Las muestras de semen con volumen suficiente se fraccionaron en dos partes
como se menciond anteriormente, la pnmera para realizar la cuantificacion en semen

total vy la segunda para separar el plasma seminal del sedimento y realizar las
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cuvantificaciones en cada uno de ellos. Sin embargo también se recolectaron muestras de
escaso volumen, las cuales fueron procesadas unicamente como semen total. Por otro
lado, se realizaron cuantificaciones dnicamente en plasma seminal y sedimento, para

aquellas muestras que el laboratorio de andrologia mands ya centrifugadas.

No se encontrd diferencia significativa entre la cuantificacion de gatifloxacina en
liquido seminal por HPLC con detectar de fluorescencia y por Espectrofluorimetria
(TABLA XIX), por tanto ambos métodos desarrollados se consideran viables para la

cuantificacion de gatifloxacina en muestras de pacientes.



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones

1. La hipotesis se acepta. Se desarrollaron y validaron dos métodos utiles para
cuantificar gatifloxacina en liquido seminal, por HPLC con detector de fluorescencia

y por Espectrofluonimetria.

2. El método desarrollado y validado por HPLC con detector de fluorescencia presenta
mayor sensibilidad y puede emplearse para la cuantificacion de gatifloxacina en

liquido seminal de pacientes en tratamiento.

3. El método desarrollado y validado por Espectrofluenmetria es rapido, sencillo,
econémico y permite la cuantificacion de gatifloxacina en liquido seminal de

pacientes en tratamiento.
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4. El meétodo desarrollado y validado por HPLC con DAD permite la cuantficacion de
gatiffoxacina en liquido seminal de pacientes en tratamiento, solo cuando ésta se

encuentra en concentriciones mayores a los 2 ug/ml.

5. La técmica de Espectroscopia UV-VIS no es lo suficientemente sensible para

cuantificar gatifloxacina en liquido scminal de pacientes en tratamiento.

52 Perspectivas

1. Desamrollar un protocolo de pacientes en tratamiento con gatifloxacina, que tengan
diagnostico androtogica de infertilidad conyugal con infecciom por Chlamydia y/o
Mycoplasma y correlacionar estadisticamente los niveles del farmaco cuantificado en

el liquido seminal con la presencia de bacterias y alteraceones eu el semunograma.

2. Desarrollar las técnicas de tratamiento de muestra para otras matrices biclogicas, para
pernutir la aplicacton de los métodos desamrollados en la cuantificacion de

gatifloxacma en dichas matrices.
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