UNIVERSIDAD DE MURCIA
ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

Validacion de Métodos Analiticos por Cromatografia
Liguida de Alta Resolucion (HPLC) para la
Cuantificacion de Cefuroxima, Delafloxacino y
Tilvalosina en Muestras Biologicas

Dia. Verdnica Hernandis Belenguer
2022






PUBLICACIONES ORIGINALES QUE CONFORMAN LA TESIS DOCTORAL

La presente tesis doctoral titulada: “Validacion de métodos analiticos por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para la cuantificacion de
cefuroxima, delafloxacino y tilvalosina en muestras bioldgicas” se presenta bajo la
modalidad de compendio de publicaciones tras recibir la autorizacion de la Comision

General de Doctorado.

El compendio de publicaciones que ha dado lugar a la presentacion de esta tesis
doctoral lo conforman tres trabajos publicados en revistas indexadas en Journal Citation
Report (JCR) cuyos detalles se muestran a continuacion:

Publicacion 1: Hernandis, V., Escudero, E., Galecio, J., Marin, P. (2022).
Quantification and Determination of Stability of Tylvalosin in Pig Plasma by Ultra-High

Liquid Chromatography with Ultraviolet detecction. Animals (Basel), 12(11), 1-12.
https://doi.org/10.3390/ani12111385

Publicacion 2: Hernandis, V., Escudero, E., Marin, P. (2022). A novel liquid
chromatography-fluorescence method for the determination of delafloxacin in human
plasma. Journal of Separation Science, 45(3), 706—716.

https://doi.org/10.1002/jssc.202100768

Publicacién 3: Hernandis, V, Escudero, E., Pareja, A., Marin, P. (2021). A fast,
cost-saving and sensitive method for determination of cefuroxime in plasma by HPLC

with ultraviolet detection. Biomedical Chromatography, 35 (10), 1-6.

https://doi.org/10.1002/bmc.5188






Agradecimientos






A mis padres y a mi hermano, por todos estos afios de largo sacrificio y por creer siempre

en mi. Sin ellos hoy no estaria aqui.

A Felipe y Paula, mi familia; a la que tanto adoro y quiero con locura.

Gracias a mi hija Paula que me impulso a seguir siempre adelante.

A D. Pedro Marin Carrillo, director de tesis y amigo, por darme la oportunidad de crecer
como investigadora. Y...sobre todo, gracias...gracias...gracias... por apoyarme en esta

dificil eleccion y por creer que este trabajo era posible.

A Dofia. Elisa Escudero Pastor, directora de tesis y amiga que, con su inestimable ayuda,
con su impetu y sabiduria, ha sabido ver en mi aquello que seguramente estaba oculto en
mi interior: el amor por la ciencia y la investigacion, demostrando que poco a poco se

pueden alcanzar metas y suefios. Un millén de gracias.

A los profesores del Area de Fisiologia Animal, que me han apoyado cada dia con una

sonrisa.

A mis inseparables amigas de “a la hora en punto” por aguantarme todas las mafanas

(que no es poco), y por estar ahi cuando las he necesitado.

A mis amigos, a los que no olvido.






INDICE

1

w N

(o]

INTRODUGCCION. ...coceeeeeeeeteeeeeeeee ettt et ettt et e ettt eseee et et e e eeenes et eneeeeeneens 1
1.1 CEFUROXIMA . ... .otiiitie e ittt st ete e sttt este e e et e e stte e s bee e sabe e e ebeeesteeesnbeeesabeeebaeesbbeeetreesareeeares 4
1.2 [ I 1 0) Yo 1 J 6
JI T I TR 7Y 0 11 -SSR 9
1.4 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS. ....ccciiieitieeiiteeeitieeereeeeteeesteessseeestaessneeesnneeans 12

1.4.1 Parametros de validacion de un método analitico...........cceveieivieiie i, 15

1.4.1.1 Rectade CaliDrado.......cccccviiiiiiciicce e bt 15
Ot S U 1 T £ Y/ o =T PSSR 16
1.4.1.3  ESPECITICIOA ...t 16
O A o =Tt (o 31 - OSSO 16
1415 Limite de deteCCiOn (LOD) ......ccoovirieiriiinieirieesie et 17
1.4.1.6 Limite de cuantificacion (LOQ) ......cccccveieieiiieiiiiiee it 17
Ot R A ¢ o1 11 (01 OSSO 18
IO R T =Yo7 1Y (o) o R 19
1.4.1.9  Carry-0VEI O ArTASIIE .....veiiuiieiiiee i e st e st e stee st e e stae e sbae e srbeesbeeestaeesnbeeesrnee e 20
1.4.1.10 RECUPEIACION .....euiitiriieieiesisie ettt sttt ettt 20
IO I = =Tt (o Yo 1 0 To3 o T 21
1.4.1.12 EStabilidad......c..cooviiiiiiiice e b 21

BIBLIOGRAFTA ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt en e et et enen e 25

(O] =N | I AV @ 2 SR 45
3.1 OBUIETIVO GENERAL ...ttt it steestee st ste st stesstessvesssassstssstassbessbassrassatssnbesnbessbeesrens 45
3.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS ...eiiviiitieitiesteesteesttesteesteeetesstessressstssstesstessbassbaesstssnbesnbessbessrens 45

JUSTIFICACION Y ESTRUCTURA DE LA TESIS DOCTORAL....c.covvveeeeenn 49

PUBLICACIONES ORIGINALES QUE CONFORMAN LA TESIS DOCTORAL.55

5.1 QUANTIFICATION AND DETERMINATION OF STABILITY OF TYLVALOSIN IN PIG PLASMA

BY ULTRA-HIGH LIQUID CHROMATOGRAPHY WITH ULTRAVIOLET DETECTION ....cccvveveenenne 55
5.2 A NOVEL LIQUID CHROMATOGRAPHY-FLUORESCENCE METHOD FOR THE
DETERMINATION OF DELAFLOXACIN IN HUMAN PLASMA ... 69
53 A FAST, COST-SAVING AND SENSITIVE METHOD FOR DETERMINATION OF CEFUROXIME
IN PLASMA BY HPLC WITH ULTRAVIOLET DETECTION ...uvtiitireiieesieeesieeesnteeeeesesenessseeessneenns 83
CONCLUSIONES. . ...t nne e 93
RESUMEN ...t bbb bbbt n et e 97
SUMMARY e e e 101






Introduccion






Introduccién

1 INTRODUCCION

El uso desmesurado de los antibidticos, tanto en medicina humana como en
medicina veterinaria, ha provocado en los Gltimos afios una evolucién rapida en la
adquisicion de resistencias microbianas y la aparicion de superbacterias (Aslam et al.,
2021; Li et al., 2022). La resistencia a los antibidticos es un problema grave a escala
mundial, especialmente cuando se produce a multiples agentes antimicrobianos, pues
supone una grave amenaza para la salud pablica y la medicina moderna. Si no se toman
medidas es posible que para el afio 2050 la tasa de mortalidad anual sea de diez millones
de personas (Kraker et al., 2016; O’Neill, 2016). Asimismo, el descubrimiento y
desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos se encuentra en un prolongado declive. Los
laboratorios méas importantes han abandonado este campo de investigacion en beneficio
de farmacos mas rentables, Utiles en tratamientos cronicos y sin pérdida de eficacia a lo
largo del tiempo, como aquellos utilizados en terapia oncologica o enfermedades
endocrinas (Plackett, 2020).

En atencion a la problemaética expuesta, la OMS en su plan de accién sobre la
resistencia microbiana (OMS, 2015) persigue, entre varios de sus objetivos, utilizar de
forma oOptima y eficaz el uso de estos medicamentos en salud humana y animal. Si la
evolucidn actual de las resistencias a antibidticos no se frena, se espera que sea una de las
diez principales amenazas de salud publica a las que se enfrente la humanidad. El origen
de las bacterias resistentes en la poblacion humana se ha debido a muchas causas, como
el alto consumo de antibidticos, uso sin prescripcion médica de estos farmacos y
tratamiento indiscriminado de infecciones simples con antibiéticos, condicionando una
intensa presion selectiva sobre las bacterias (Cecchini et al. 2015). En Medicina
Veterinaria, la situacion es también alarmante, debido a los grandes volimenes de
antibidticos que se han utilizado como promotores de crecimiento en varias especies
animales, y en segundo término, a que el tratamiento de enfermedades infecciosas, no han
contado con el acompafiamiento de un cultivo y/o antibiograma (Alonso et al, 2018). En
consecuencia, es de maxima importancia optimizar el uso de los antibiéticos de manera
que todo el esfuerzo conseguido para un desarrollo sostenible a nivel mundial, no se vea
truncado por un uso desmesurado e irracional de los antimicrobianos. Ademas de este
aspecto, la OMS en su politica antimicrobiana plantea adecuar un tratamiento eficaz a

cada paciente, con el minimo de complicaciones y reacciones adversas, controlar el



Introduccion

desarrollo y propagacion de cepas de microorganismos resistentes, asi como reducir los

costes hospitalarios siempre que sea posible (OMS, 2015).

Por otra parte, en la actualidad el movimiento “One Health” (Una sola salud)
desarrollado por la OMS en colaboracién con la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAQO), la Organizaciéon Mundial de Sanidad
Animal (OIE) y el Programas de las Naciones Unidas para el medio ambiente (UNEP)
pretende centrar su enfoque en la integracién entre la salud humana, la sanidad animal y
el medio ambiente, con el fin de proteger la salud de todos, al mismo tiempo que

proporciona una serie de herramientas para una mejora en todos los aspectos.

Comunicacion

SECTORES y DISCIPLINAS \ , SOCIEDAD
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Figura 1: llustracion del enfoque "One Health"(extraido de la declaracion tripartita OMS, FAQ, OIE)

En un primer nivel los objetivos principales en el enfoque “One Health” se centran
en la concienciacién, la educacion, la vigilancia, la investigacién, la prevencion de
infecciones, el uso responsable de los antimicrobianos y la innovacién en nuevas
tecnologias para hacer frente a la resistencia a los antimicrobianos (Ramanathan et al.,
2020). En este sentido, para incidir en el uso responsable tanto en medicina humana y
salud animal, asi como disminuir el consumo de antibidticos haciendo hincapié en las
premisas desarrolladas en la estrategia “One Health”, se pretende adecuar los tratamientos

farmacologicos para obtener posologias ajustadas e individualizadas en cada paciente, de



Introduccién

manera que se maximice la eficacia clinica pero minimizando la toxicidad y el riesgo
potencial de aparicion de resistencias (Aslam et al., 2021; Collignon & McEwen, 2019;
Hernando-Amado et al., 2019; McEwen & Collignon, 2018).

Para poder abordar todos estos aspectos es necesario recurrir a los estudios
farmacocinéticos que se deben realizar en cada una de las especies de destino. El objetivo
es la optimizacion los tratamientos antimicrobianos, maximizando la eficacia y
minimizando la aparicion de efectos adversos, ademas y méas importante, disminuyendo
el riesgo potencial de aparicion de resistencias. En su definicion mas amplia, la
farmacocinética comprende una rama de la farmacologia cuyo fundamento estriba en el
estudio del farmaco en su paso a través del organismo, es decir, la evolucion temporal de
las concentraciones de un farmaco en las diferentes matrices bioldgicas (sangre, plasma,
tejidos) hasta que es eliminado (Currie, 2018). El conocimiento con exactitud de las
concentraciones de un farmaco a lo largo del tiempo, junto con la utilizacién de
herramientas matematicas, constituye un primer paso para la obtencién de los diferentes
pardmetros farmacocinéticos, con el objetivo de extraer toda la informacion necesaria de
forma que se pueda individualizar el tratamiento farmacologico de acuerdo con las
necesidades del paciente, optimizando la respuesta al farmaco y ajustando la dosis y

régimen posoldgico del mismo (L6pez-Briz & Ordovés-Baines, 2021).

En este sentido, los estudios farmacocinéticos constituyen una herramienta muy
valiosa a la hora de evaluar la concentracién de farmaco en el organismo, con la finalidad
de asegurar el éxito clinico y evitar la aparicion de resistencias bacterianas (Pantaledo et
al., 2022). Para poder realizar el analisis cuantitativo de cualquier farmaco la
determinacion y validacion de métodos analiticos en las muestras bioldgicas supone un
paso previo fundamental a la hora de realizar los estudios farmacocinéticos,
toxicoldgicos, de biodisponibilidad/bioequivalencia y monitorizacion de farmacos (FDA,
2021; Y. Huang et al., 2012; Shintani, 2012; Wicha et al., 2021). Por ello, es fundamental
el desarrollo de métodos analiticos simples, rapidos, econdmicos, fiables y reproducibles
que puedan ser utilizados para realizar estas investigaciones en cualquier tipo de
laboratorio, sin la necesidad de emplear equipos sofisticados (Blanchard, 1981; Vuignier
etal., 2010).

Atendiendo a lo expuesto anteriormente, se han seleccionado tres antibioticos

que tienen en el futuro un gran potencial de desarrollo en nuevas indicaciones terapéuticas
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tanto en medicina humana como en medicina veterinaria. Los antibioticos objeto de
estudio son: cefuroxima (medicina humana y veterinaria), delafloxacino (medicina

humana) y tilvalosina (medicina veterinaria).
1.1 CEFUROXIMA

Se han descrito en la literatura numerosos métodos para cuantificar cefuroxima
en plasma humano mediante cromatografia liquida acoplada a un detector de ultravioleta.
Alguno de ellos proporcionan alta sensibilidad pero incluyen extraccion en fase sélida en
el proceso de extraccion del farmaco (Denooz & Charlier, 2008; Piva G, Farin D, Gozlan
I, 2000). Otros, sin embargo, usan metanol o acetonitrilo como reactivo extractante,
evaporando finalmente el disolvente y alargando el tiempo de preparacion de la muestra
(Szlagowska et al., 2010; Wolff et al., 2013). Si bien es cierto que la cromatografia liquida
acoplada a un espectrdmetro de masas es una técnica con una sensibilidad muy alta,
también hay que reconocer que tiene un elevado coste y, por tanto, no esta disponible en
muchos laboratorios, por lo que la determinacion de cefuroxima por LC-UV sigue siendo

una de las mejores opciones hoy en dia.

Por lo anteriormente expuesto, es trascendental el desarrollo y optimizacion de
un método rapido, econémico y reproducible mediante LC-UV, que logre acortar el
tiempo de analisis y permita la determinacién de concentraciones de cefuroxima con
rapidez para su monitorizacion clinica en hospitales, lo que posibilitara el ajuste de la

dosis éptima en el paciente a fin de obtener un tratamiento mas individualizado.
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Figura 2: Estructura de la cefuroxima

La cefuroxima es una cefalosporina de segunda generacion perteneciente al

grupo de los antibidticos B-lactdmicos por poseer en su estructura quimica basica el anillo
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B-lactamico. Presenta actividad bactericida y es activa normalmente frente a aerobios
grampositivos (Streptococcus pneumoniae, Sta-phylococcus aureus, Streptococcus
epidermidis y estreptococo beta-hemolitico.), aerobios gramnegativos (E. coli, Proteus
mirabilis, H. influenzae y Moxarella (Branhamella) catarralis) y algunos anaerobios
(Peptococcus spp. Peptostreptococcus spp.) (Rao et al., 2013). Su profarmaco
(cefuroxima axetilo) es de eleccion en medicina humana debido a su gran permeabilidad
y biodisponibilidad en las formulaciones orales (Mizera et al., 2020). La cefuroxima
también se utiliza en medicina veterinaria (Albarellos et al., 2016; FAO, 2002) y en
Espafia, se encuentra comercializada como medicamentos genéricos la cefuroxima axetilo

y la cefuroxima sédica.

La cefuroxima se presenta bajo la forma amorfa al 50% de dos
diastereoisébmeros, formando un polvo blanco-amarillento y las disoluciones
concentradas presentan una ligera coloracion amarillenta (Dabrowska & Krzek, 2010;
Wozniak & Hicks, 1991). Posee un peso molecular de 424.4 g/mol y nimero CAS:
55268-75-2. Su forma amorfa es insoluble en agua y éter, ligeramente soluble en acetona
y soluble en cloroformo, acetato de etilo y metanol. Su forma cristalina es también
insoluble en agua y éter, pero ligeramente soluble en etanol anhidro, soluble en acetona
y débilmente soluble en cloroformo (Castle & Medical, 2007). Se sabe que la forma
amorfa presenta una mayor biodisponibilidad que su forma cristalina (Dhumal et al.,
2008; Liu et al., 2014; Nagar & Yadav, 2012).

En soluciones acuosas, la cefuroxima sufre hidrdlisis cuyo mecanismo depende
del pH de una solucidn. La cefuroxima posee un pKa= 3.15y el pH 6ptimo para asegurar
su estabilidad se encuentra en el rango de 4.5-7.3. Aparte del pH, la tasa de degradacion
de cefuroxima en soluciones acuosas también estd influenciada por la temperatura, la
composicion del solvente, exposicion a la luz, el tipo de almacenamiento y la presencia
de bacterias (Kodym et al., 2011). Desde que la sal sodica de la cefuroxima fuese
desarrollada por GLAXO® en 1976, esta forma es la mas utilizada ya que presenta una

mejor absorcion cuando se disuelve en agua (Liu et al., 2014).

La cefuroxima posee un caracter hidr6fobo por lo que se puede separar por
cromatografia (Signs et al., 1984) y, particularmente por cromatografia en fase reversa
que es una técnica de separacion ampliamente utilizada en quimica analitica. Las

variables que pueden afectar al desarrollo y optimizacion de un méetodo cromatografico
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son: el detector, la fase movil, la fase estacionaria, el método de extraccion, latemperatura
de la columna y la duracidén del cromatograma (Chew et al., 2021; Malviya et al., 2010;
Meenakshi & Meenaxi, 2013; Peris-Vicente et al., 2022; Soni Love & Sanjay, 2016).

La longitud de onda de absorcion de la cefuroxima es de A= 280 nm (Vieira &
Salgado, 2011), por lo que el uso de un detector de ultravioleta es lo mas recomendable.
La preparacion de tampones para la fase movil, ampliamente usados en cromatografia,
permite una separacion eficaz, pero con el inconveniente de provocar problemas en la
bomba y el detector como obstrucciones y precipitacion de sales (Albarellos et al., 2016;
Szlagowska et al., 2010; Wolff et al., 2013). En este caso, el uso de fases moviles
ligeramente acidas evita el problema de precipitacion y acorta el tiempo de preparacion.
La columna cromatografica con sus dimensiones y relleno particular, permite obtener
elevada especificidad en las separaciones cromatograficas (Andri¢ & Héberger, 2017,
Zhang et al., 2014). Finalmente, el método de extraccidn es trascendental, tanto la
extraccion en fase solida como la extraccion liquido-liquido poseen el inconveniente de
usar disolventes organicos que posteriormente deben ser evaporados, con el consiguiente
consumo de tiempo en la extraccion y evaporacion (Colin et al., 2013; Partani et al.,
2010).

1.2 DELAFLOXACINO

Delafloxacino, es una fluoroquinolona de cuarta generacion (Azam et al., 2021)
que ha sido aprobada recientemente por la FDA para el tratamiento de infecciones de piel
y estructuras anejas agudas. Delafloxacino, fue desarrollada por los laboratorios
Wakunaga Pharmaceutical Co., Ltd., (Osaka & Hiroshima, en Jap6n) y por los laboratorios
ABBOTT® (lllinois, USA), (Kocsis & Szabo, 2016; Remy et al., 2012). Posteriormente
Melinta Therapeutics (CT, USA) comercializ6 delafloxacino bajo el nombre de Baxdela® en
Estados Unidos (Markham, 2017).

Desde diciembre de 2019, la Agencia Europea del Medicamento autorizd su
comercializacion bajo el nombre de Quofenix® de los laboratorios A. Menarini Industrie
Farmaceutiche Riunite S.R.L (EMA, 2021), aunque en Espafia la Agencia Espafiola del

Medicamento autorizo6 su uso en junio de 2021, todavia no estd comercializado.

Al contrario que sucede con la cefuroxima, no existe ningun método econémico

para su determinacion. Los escasos estudios que hay publicados hasta el momento,
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determinan delafloxacino mediante cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de
masas (R. Hoover et al., 2016b, 20163, 2017; R. K. Hoover et al., 2018; Igbal et al., 2020,
2021; A. McEwen et al., 2015). Al disponer de pocos estudios farmacocinéticos que
permitan mejorar la dosis de administracion a los pacientes, la busqueda de un método
alternativo y econdmico que permita cuantificar delafloxacino con total seguridad y
confianza es fundamental, ademas de la evaluacion de la estabilidad del antibi6tico en las

muestras de plasma y en las disoluciones madre.

Atendiendo principalmente a una de sus propiedades fisico-quimicas, (la
fluorescencia), delafloxacino, como la mayoria de las fluoroquinolonas, presenta una
fluorescencia intrinseca (Bauer et al., 2013; Nabb et al., 2019), y de acuerdo a esta
propiedad, la optimizacion y determinacion mediante cromatografia liquida acoplada a
un detector de fluorescencia permitiria abaratar los costes de dichos estudios

farmacocinéticos.

Delafloxacino se presenta en forma de polvo-blanco amarillento y se
comercializa bajo la forma de delafloxacino meglumina con un peso molecular de 635.97
g/mol, con numero CAS: 352458-37-8. Delafloxacino se debe conservar a -20°C seguin
las recomendaciones del fabricante Targetmol (Canada). Al ser poco soluble en agua, las
ultimas formulaciones de delafloxacino estan estabilizadas con sulfobutiléter-
ciclodextrina para mejorar asi su solubilidad (Cho et al., 2018).

DELAFLOXACINO

Forma neutra a pH=5.2 Forma anionica at pH=7.4
e) 0 (@] (@]
F I o F | o-
I g LT
HO Cl i F HO Cl |\|| o F
|
HN-~NF HN 7
F F

Figura 3: Estructura de delafloxacino a diferentes pH modificado de (Tulkens et al., 2019).
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Por lo general, los valores de pKa de algunas fluoroguinolonas se encuentran
entre 6 y 8, convirtiéndolas en anféteras en medio fisioldgico (Park et al., 2002; Pistos et
al., 2005; Saleh et al., 2013). Sin embargo, delafloxacino aun siendo una fluoroquinolona,
no exhibe un comportamiento anfétero, posee un pKa= 5.4 permitiendo que esta
caracteristica fisicoquimica sea clave confiriéndole unas propiedades extraordinarias en

ambientes ligeramente &cidos.

Como se observa en la figura 3, a pH fisiologico (pH=7.4), la molécula
delafloxacino se encuentra en forma ionica, mientras que a pH < 5.5, la molécula se
encuentra no ionizada. Esta peculiar caracteristica, que no presentan otras
fluoroguinolonas, hace que la molécula se encuentre practicamente neutra aumentando
asi su potencia en ambientes ligeramente acidos, facilitando su penetracion hacia el
interior de la célula. Una vez la molécula llega al interior de la célula cuyo pH es neutro,
la molécula se ioniza y es ahi cuando exhibe todo su potencial (Lemaire et al., 2011,
Mogle et al., 2018; Saravolatz & Stein, 2019; Van Bambeke, 2015).

Las fluoroguinolonas se pueden determinar por cromatografia con detector de
fluorescencia (Czyrski, 2017; Marin et al., 2013, 2018; Saleh et al., 2013; Sousa et al.,
2012). Delafloxacino posee fluorescencia nativa (Bauer et al., 2013; Nabb et al., 2019), y
teniendo en cuenta su pKa= 5.4, la forma de extraccion en plasma difiere de la forma de
extraccion general de las fluoroquinolonas, que se basa en gran medida en la precipitacion
de proteinas con acetonitrilo (Ashri & Abdel-Rehim, 2011; Czyrski, 2017; Marin et al.,
2013, 2018). Sin embargo, la extraccion liquido-liquido permite aumentar la sensibilidad
y el rendimiento del proceso de extraccion, siempre que el pH de la fase acuosa y el
disolvente organico de eleccién sean los adecuados, permitiendo acortar el tiempo del
proceso de extraccion (Ashri & Abdel-Rehim, 2011; Hammad et al., 2022; Tshepelevitsh
etal., 2017). En relacion a la eleccion de la fase moévil en las fluroguinolonas, se prefiere
el uso de fases moviles acidas més que la eleccion de tampones (Sousa et al., 2012),
aunque la adicion de un modificador organico como el dodecilsulfato (SDS) aumenta el
tiempo de retencion de las fluorogquinolonas en medio acido (Overholser et al., 2003).
Otros reactivos muy estudiados en la separacion de las fluoroquinolonas es la adicion de
aminas como por ejemplo dimetil, o trimetil aminas, con el objetivo de reducir las
interacciones del farmaco con los grupos silanoles de la columna cromatografica
(Escudero et al., 2007; Kim et al., 2002; Nguyen et al., 2004). Por otro lado, las columnas

utilizadas para el desarrollo y validacion de los métodos analiticos de fluoroguinolonas
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en cromatografia liquida acoplada a detectores de fluorescencia o ultravioleta son las
denominadas columnas C18 sin ningun tipo de relleno especial (Czyrski, 2017,
Kudchadkar & N Pai, 2019). En ese caso, la eleccion de una columna C18 lo maés

econdmica posible aseguraria una buena selectividad y sensibilidad abaratando los costes.

1.3 TILVALOSINA

Tilvalosina o acetilisovaleriltilosina es un macrélido semisintético de tercera
generacion derivado de la tilosina y, relativamente nuevo, registrado para su uso en
medicina veterinaria en el tratamiento de afecciones respiratorias en aves y en la especie
porcina (EMA, 2021). En Espafa se comercializa bajo el nombre de Aivlosin® de
laboratorios ECO Animal Health Europe Limited (Dublin, Irlanda). Aivlosin® esta
disponible como premezcla para pienso medicado o en forma de granulo para afiadir al
agua de bebida. EI tratamiento recomendado es la administracién de 5 mg/kg con una
Unica dosis diaria, durante 5 dias. Su actividad es principalmente bacteriostatica frente a

bacterias gram positivas, algunos gram negativos y micoplasmas.

En relacion a los métodos analiticos publicados hasta la fecha, sélo se encuentra
la determinacidn de tilvalosina en plasma de aves mediante HPLC/UV (Elbadawy et al.,
2019; Salman et al., 2016) y en suero de cerdo mediante cromatografia liquida acoplada
a un espectrometro de masas (Canning et al., 2018). La estabilidad y cuantificacién de la
tilvalosina en plasma de cerdo mediante cromatografia liquida acoplada a un detector de
ultravioleta no ha sido evaluada, por lo que es necesario desarrollar y validar dicho

método analitico de forma rapida y simple.

Figura 4: Estructura quimica de la Tilvalosina (Wu et al., 2017)
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Los macrolidos son una serie de antibidticos naturales y semisintéticos
ampliamente utilizados en medicina humana y veterinaria, de los cuales se conocen méas
de 2000 compuestos cuyo anillo de lactona puede tener hasta alrededor de 60 atomos
(Cobos-Trigueros et al., 2009). Debido a su bajo precio, los macrolidos han sido utilizados
frecuentemente para profilaxis y tratamiento de enfermedades producidas por gérmenes
sensible al antibiotico (Shiomi & Omura, 2003). En general los macrélidos poseen en su
estructura una anillo lactona de 14, 15, 16 &omos (Hu et al., 2020). A su vez, los
macrolidos de 16 atdbmos se dividen en dos familias, los derivados de la tilosina y los

derivados de leucomicina-espiramicina (Arsic et al., 2018).

Como macrélido, la tilvalosina presenta propiedades fisico-quimicas similares. Los
macrélidos son sustancias cristalinas de color blanco, blanco amarillento, poco solubles
en agua, solubles en alcoholes y disolventes organicos como acetonitrilo, acetona,
cloroformo y acetato de etilo (Oliva et al., 2002). Se caracterizan por ser bases débiles y
muy lipofilicos. Son estables a pH neutro y se degradan con facilidad a pH bajos. Poseen
un elevado peso molecular y puntos de fusion elevados (Lucas et al., 2007).

Con respecto a sus propiedades fisico-quimicas, tilvalosina se presenta como un
polvo blanco o casi blanco y se comercializa como tartrato de tilvalosina con un peso
molecular de 1132.93 g/mol y nimero CAS:63428-13-7. Posee dos pKa, pKai= 8.53 y
pKa;=12.57. Es poco soluble en metanol y dimetilsulfoxido (extraido de
https://go.drugbank.com/salts/DBSALT001708).

De acuerdo con los métodos de separacion de los macrélidos por cromatografia
liquida publicados, cabe destacar que no todos los macrélidos absorben en la region del
ultravioleta, por lo que su determinacién por cromatografia con detector de ultravioleta
solo es posible si la molécula posee un grupo croméforo (no todos lo poseen) (Bekele &
Gebeyehu, 2012; Peris-Vicente et al., 2022). Los macrélidos con baja absorcion en la
region del ultravioleta (sin grupo cromdforo), por ejemplo la azitromicina, fueron
determinados por cromatografia con detector de fluorescencia mediante derivatizacion y
adicion de un reactivo fluorescente, el cloruro de fluorenilmetoxicarbonilo (FMOC-CL),
reactivo que es usado en quimica organica como grupo protector de aminas y altamente
fluorescente (Bahrami et al., 2005; Gtéwka & Karazniewicz-t.ada, 2007; Sastre Torafio
& Guchelaar, 1998; Wilms et al., 2005). La determinacion de azitromicina, claritromicina
y gamitromicina generalmente se realiza por cromatografia liquida acoplada a un

espectrometro de masas que presenta los inconvenientes apuntados anteriormente (Berlin
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etal., 2017; De Baere et al., 2015; Gordon et al., 2022; R. A. Huang et al., 2010; Sharma
& Mullangi, 2013; Watteyn et al., 2013).

Al igual que la tilosina, la tilvalosina absorbe en la region del ultravioleta y ha sido
determinada en plasma de pavo y pollo por cromatografia liquida acoplada a un detector
de ultravioleta (Elbadawy et al., 2019; Salman et al., 2016). Aungue como se ha
mencionado al inicio del apartado, también se ha descrito la determinacion de tilvalosina
en suero de cerdo por cromatografia acoplada a un espectrometro de masas (Canning et
al., 2018). Con respecto a la fase mavil, los estudios publicados en los que se determina
tilvalosina en plasma y suero utilizan disoluciones tampon para su separacion (Canning
etal., 2016, 2018; Elbadawy et al., 2019; Salman et al., 2016). Los métodos de extraccién
de tilvalosina en ambas matrices que hay publicados son: extraccion en fase sélida y
extraccion liquido-liquido (Canning et al., 2016; Elbadawy et al., 2019). Respecto a la
seleccion de las columnas cromatogréaficas, los dos autores utilizan columnas C18,
aunque tienen dimensiones distintas. Elbadawy et al., (2019) propone una columna de
250 mm x 4.6 mm, 5 um. mientras que Canning et al., (2016) utiliza una columna mas

corta y con un tamafio de particula menor (50 mm x 2.0 mm, 3 um).

Atendiendo a estas observaciones, el desarrollo y validacion de un método
cromatografico rapido, sencillo y sensible para la determinacion de tilvalosina en plasma
de cerdo se convierte en un paso fundamental para poder realizar estudios

farmacocinéticos que permitan el ajuste del régimen posoldgico 6ptimo en esta especie.

Por dltimo, en los estudios farmacocinéticos, para poder evaluar la evolucién
temporal de las concentraciones de farmaco en las diferentes matrices bioldgicas a lo
largo del tiempo, es necesario desarrollar previamente un método analitico 6ptimo para
extraer el farmaco de la matriz donde se encuentra (plasma, leche...) y cuantificar con
exactitud y precision las concentraciones de farmaco en dichas matrices. En general se
utiliza la cromatografia liquida (LC) o cromatografia liquida de alta eficacia cuyas siglas
en inglés son HPLC acoplada a detectores como UV (ultravioleta), FL (fluorescencia) y
MS (espectrometria de masas). Una vez desarrollado y optimizado el método, éste ha de

ser validado de acuerdo con una serie de guias para poder ser aplicado con total seguridad.
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1.4 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

En los afios 80, concretamente en 1986, se publico lo que se podria Ilamar la
primera guia para la validacion de un método analitico (Broderick et al., 1986). Estas
recomendaciones surgieron por la necesidad de los laboratorios de unificar los parametros
analiticos y la reproducibilidad de los resultados en los estudios farmacologicos y
toxicoldgicos (Shah, 2007). Esta guia fue el primer intento dirigido a evitar los problemas
surgidos a finales de 1880 y principios de 1900 con la adulteracién de productos derivados
de la industria alimentaria, de la industria farmacéutica, venta de bebidas alcohdlicas o
venenos, debidos mayoritariamente a la fabricacion casera por parte de los farmacéuticos
que prescribian sus propias recetas (Borchers et al., 2007; Stahl, 2009). Tal fue la
disparidad en los datos encontrados y la escasa uniformidad a la hora de presentar los
resultados que en 1990 la AOAC (Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos), Union
Europea y Comision del Codex alimentario se reunieron para desarrollar lo que podria
ser la primera guia sobre validacion de métodos analiticos (Karnes et al., 1991). Con
objeto de revisar todos los conceptos importantes que debian aparecer en la validacion de
métodos, alertaron a la Food and Drug Administration (FDA) de la deficiencia en sus

resultados.

El “padre” de la FDA fue un quimico llamado Harvey Washington Wiley que
dirigia en 1862 la Oficina de Quimica en el Departamento de Agricultura. En aquellos
tiempos y dada la problemética que existia sobre la proliferacion de casos de adulteracion
de alimentos y medicamentos, se encargd de impulsar una ley federal de alimentos y
medicamentos. De ahi que en 1906 se aprobara la Ley Federal de Alimentos y
Medicamentos, que afios mas tarde pasaria a llamarse Ley Federal de Alimentos,
Medicamentos y cosméticos en 1938. Durante esos afios la FDA obligé a las empresas a
incluir los ingredientes activos en las etiquetas de los medicamentos, asi como de
suministrar informacion suficiente para su uso seguro. La FDA que pertenece al Servicio
de Salud y Servicios Humanos ha crecido desde su creacion en 1862 y ha logrado
convertirse en una gran organizacion encargada de regular el proceso de aprobacién de
medicamentos y mantener los productos no aprobados fuera del mercado. La agencia
mantiene una estrecha vigilancia sobre las fuentes de productos no aprobados y continda
tomando medidas para alentar el cumplimiento de las reglamentaciones actuales para

Ilevar acabo su mision de proteger y promover la salud pablica (Chhabra et al., 2005). En
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1992 aparecid la primera guia de la FDA (Shah, 2007) y asi le siguieron las demas 2001,
2008, 2013 y actualmente la Gltima que se encuentra en vigor es la guia de 2018 (FDA,
2018). A lo largo de todos estos afios se han introducido y modificado parametros de

acuerdo con la sensibilidad de los instrumentos y al avance de los softwares estadisticos.

La validacién de un método analitico es el conjunto de parametros que son
necesarios evaluar para obtener un método analitico exacto, sensible y reproducible. En
el caso de métodos bioanaliticos, la validacion se usa como un paso previo muy
importante a diferentes tipos de estudios como: estudios farmacocinéticos,
monitorizacién terapéutica de farmacos, estudios toxicoldgicos, etc. Teniendo en cuenta
que en la literatura existe una gran cantidad de guias a nivel internacional relacionadas
con la validacién de métodos analiticos para la determinacion de farmacos, es
importantante destacar que Raposo & Ibelli-Bianco (2020), recopilaron en su articulo un
resumen de la mayoria de las guias disponibles en la literatura cientifica. Entre ellas las

mas conocidas son:

e EMA (Agencia Europea del Medicamento)

e Norma ISO 17025 (Acreditacion de Laboratorios de Ensayo y de
Calibracion)

e ICH (Conferencia Internacional Tripartita sobre Armonizacion).

e FDA (Food and Drug Administration)

e [UPAC (Uniodn Internacional de Quimica Pura'y Aplicada)

e EURACHEM

e Distintas farmacopeas: como la estadounidense (United States
Pharmacopoeia, USP) y britanica (British Pharmacopoeia, BP)

e WHO (Organizacion mundial de la salud)

En la validacion de métodos analiticos se pueden distinguir (Eurachem, 2004;
UNE/EN/1SO/17025:2017, 2017; Wood, 1999):

1. Métodos no normalizados: son los métodos desarrollados por el laboratorio o
métodos nuevos (ejemplo: publicado en revista cientifica), o bien, métodos que

tradicionalmente se han utilizado en el laboratorio, pero que no estan normalizados.

2. Métodos normalizados a los que se realiza una modificacion significativa: la

validacién se debe efectuar de forma metddica, ordenada, trazable y confiable. Se debe
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saber cuales son los requerimientos del método para establecer el alcance de la validacion,
conocer el método a validar y su aplicabilidad (analito, concentracion y matriz en las

cuales se desea utilizar).

Entre las guias enunciadas anteriormente, las dos mas utilizadas para la
validacion de las determinaciones analiticas necesarias en estudios farmacocinéticos son
las correspondientes a la Agencia Europea del Medicamento (EMA) y a la Food and Drug
Administration (FDA). En el caso de la EMA, la guia actualizada que se emplea en la
validacion de métodos es ICH M10 “Validacion de un método bioanalitico” (ICH M10,
2019). Para la FDA la guia utilizada es: “Validacion de un método bioanalitico. Guia para
la industria” (FDA, 2018). En cada una de ellas se explican los diferentes parametros a
evaluar y los criterios de aceptacion, en cada uno de los casos, para que el método

finalmente sea validado.

Ambas guias desarrollan casi los mismos parametros, pero existen pequefias
diferencias tanto en la nomenclatura, como en el nimero de muestras y, por supuesto, en
los criterios de aceptacion. Kaza et al. (2019) compararon la guia FDA del 2018 con la
guia EMA del 2011 y evidenciaron que la EMA es mas clara en las definiciones de los
parametros a evaluar, mientras que la FDA aporta recomendaciones que ayudan a su
comprension. En el caso de la guia EMA de 2019 los parametros que se describen para la
validacion de métodos cromatograficos son: curva de calibrado, selectividad,
especificidad, efecto matriz, limite de deteccidén (LOD), limite de cuantificacion (LOQ),
exactitud, precision, arrastre (carry-over), integridad en la dilucion, estabilidad y
reproducibilidad en la reinyeccién. Con respecto a la FDA los parametros que se
mencionan en la guia para la validacion son: curva de calibrado, selectividad,
especificidad, efecto matriz (para HPLC/MS), LOD, LOQ, exactitud, precision, arrastre

recuperacion (recovery), efecto de la dilucion y estabilidad.
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Tabla 1: Esquema representativo de los parametros de una validacion

Parametro FDA EMA Parametro FDA EMA
Curva de calibrado + + Precision + +
Selectividad + + Arrastre + +
Especificidad + + Recuperacion + -
Efecto matriz + (HPLC/MS) + Efecto dilucién + +
LOD + + Estabilidad + +
LOQ + + Reinyeccion - +
Exactitud + +

La principal diferencia que se observa entre las dos guias es que el efecto matriz
que se produce en las muestras bioldgicas es un parametro requerido por la FDA siempre
que el analito se analice por cromatografia acoplada a espectrdmetro de masas, ya que se
observan valores elevados de analito debidos a la matriz (Matuszewski et al., 2003; Zhou
et al., 2017). Mientras que la recuperacion no es un parametro a determinar por la guia
EMA. Sin embargo, la guia FDA, no tiene en cuenta la reinyeccion para evaluar la
reproducibilidad en el caso de que se tengan que repetir algunas muestras debido a algun

imprevisto que pueda interrumpir el ensayo.
1.4.1 PARAMETROS DE VALIDACION DE UN METODO ANALITICO

En nuestro laboratorio, la guia FDA es la utilizada para la validacion de los
diferentes métodos analiticos. Los parametros para la validacion, se describen brevemente
a continuacion (FDA, 2018).

1.4.1.1 RECTA DE CALIBRADO

Segun la guia FDA (2018), la recta de calibrado debe comprender el rango lineal

de analito en la muestra. Se debe elegir la mejor ecuacion de regresion en relacion a la

15



Introduccion

concentracion-respuesta del detector. Esta curva debe ser continua y reproducible. Los
patrones para la recta de calibrado se prepararan en la misma matriz bioldgica que la
muestra a analizar. Si la muestra contiene mas de un analito, se construira una recta de
calibrado por cada analito. La recta debe contener un blanco de la matriz bioldgica sin
estandar interno, un blanco matriz con estandar interno y seis niveles de concentracion en
el que estara incluido el limite de cuantificacion. Los valores calculados a partir de la
recta no deben exceder de una variacion de £ 15% del valor nominal, excepto para el
valor del limite de cuantificacion que no debe ser superior al 20% del valor nominal. El

valor nominal se refiere a la concentracion tedrica en la muestra biologica.
1.4.1.2 SELECTIVIDAD

Se refiere a la habilidad del método analitico para detectar y diferenciar el analito
de interés de otras posibles interferencias contenidas en la matriz biologica de la muestra,
como por ejemplo metabolitos, productos de degradacion, proteinas, etc. En el caso de
que el analito sea analizado por cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de
masas, el analisis del efecto matriz de la muestra que se produce en este tipo de detectores
es un requerimiento béasico. Atendiendo a estas consideraciones, se analizaran seis
blancos de la matriz para verificar que no hay interferencias entre el analito de interés y

el estandar interno.
1.4.1.3 ESPECIFICIDAD

La especificidad, se refiere a si el método analitico es capaz de evaluar otras
posibles moléculas que pueden estar presentes. En este sentido, se analizaran varios
farmacos con el mismo método cromatografico, asegurando por tanto que no existe

interferencia con el analito de interés.
14.1.4 EFECTO MATRIZ

Es el aumento o disminucion de la sefial instrumental del analito debido a la
presencia de interferencias en la matriz bioldgica (Zhou et al., 2017). Este efecto matriz
repercute en la identificacion, cuantificacion, recuperacion del analito, en la precision y

en la exactitud del método (Matuszewski et al., 2003).

Para el calculo del efecto matriz se puede usar la expresion siguiente

previamente reportada (Taylor, 2005; Zhou et al., 2017):
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Area del pico del analito en solucién estandar—Area de pico del analito en la muestra x 100

Efecto matriz = , - - — -
Area del pico del analito en soluciéon estandar

efecto matriz por infravaloracion valores > 0

efecto matriz por sobrevaloracion: valores <0

Otros autores (Nalbant et al., 2021; Reeder et al., 2022), proponen para el calculo
del efecto matriz la relacion de areas de los picos del analito en la muestra y en la solucién

estandar, segun la siguiente expresion:

Area de pico del analito en la muestra

Efecto matriz = x 100

Area del pico del analito en solucién estandar

En este ultimo caso, el resultado del coeficiente de variacion de las muestras
debe de ser < 15%.

1.4.1.5 LIiMITE DE DETECCION (LOD)

Se define como el valor més bajo de concentracion que un instrumento analitico
puede detectar, pero no cuantificar con exactitud. También se define como el valor mas
pequefio que puede distinguirse del blanco. Existen varias formas de calcular el limite de

deteccion, por lo que sera necesario indicar el método utilizado para su célculo.

Una de las formas de calcular el limite de deteccion es atendiendo a la precision
y exactitud de los valores obtenidos al analizar una serie de concentraciones muy bajas
de analito, como se describe en la guia: “Validacion de procedimientos analiticos” (ICH,
2022) El resultado seré aquel valor de concentracion cuyo valor de precision obtenido sea
> 20%.

1.4.1.6 LIiMITE DE CUANTIFICACION (LOQ)

Se define como el valor mas bajo que un instrumento analitico puede cuantificar
con exactitud y precision. El valor esta asociado a la sensibilidad del método. Existen
varias expresiones para calcular el limite de cuantificacién, por lo que al igual que en el

caso anterior, serd necesario indicar mediante qué expresion se ha realizado su calculo.

De la misma forma que para el célculo de LOD, la guia ICH, (2022) propone
para el célculo de LOQ, analizar una serie de muestras de concentracion conocida cerca

del nivel de deteccion y establecer el minimo nivel en el cual el analito es cuantificado
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con un valor aceptable de precision < 20 %. Como resultado, el valor asignado para el

limite de cuantificacion sera aquel valor con un resultado en la precision < 20 %.
1.4.1.7 EXACTITUD

Expresa la proximidad entre el valor que es aceptado, ya sea como valor
convencional verdadero (material de referencia interno), sea como valor de referencia
aceptado (material de referencia certificado o estdndar de una farmacopea) y el valor
hallado (valor promedio) al aplicar el procedimiento de analisis un cierto nimero de
veces. También se puede expresar como la proximidad de la concordancia entre el
resultado de una medicién y un valor verdadero del analito. Este pardmetro evalla,

ademas, el error sistematico asociado a una medida analitica (Araujo, 2009).

La FDA, establece que para el calculo de la exactitud debe realizarse el analisis
de 4 niveles de concentracion dentro del rango de medida, siendo uno de ellos el limite
de cuantificacién y un minimo de cinco repeticiones de cada nivel. El criterio de
aceptacion para la exactitud en el mismo dia (intra-day) y entre dias (inter-day) (al menos
tres dias consecutivos) debe cumplir lo siguiente: el resultado del valor obtenido debe
estar comprendido entre un intervalo de = 15 % del valor nominal, exceptuando el limite

de cuantificacién cuyo valor aceptado es + 20 % del valor nominal.

La exactitud se puede expresar como:

valor medido — valor nominal
Exactitud = - X 100
valor nominal

Exactitud

Figura 5 Figura representativa del concepto de exactitud
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1.4.1.8 PRECISION

Expresa la cercania de coincidencia (grado de dispersion) entre una serie de
mediciones obtenidas de maltiples muestreos de una misma muestra homogénea bajo una

serie de condiciones establecidas.

Precisién

Valor verdadero

Figura 6 Representacion del concepto de precision

La FDA, establece que para el célculo de la precision se deben analizar 4 niveles
de concentracién dentro del rango de medida, siendo uno de ellos el limite de
cuantificaciéon y un minimo de cinco repeticiones de cada nivel de concentracion. El
criterio de aceptacion para la precisién en el mismo dia (intra-day) y entre dias (inter-day)
(al menos tres dias consecutivos) debe cumplir que el coeficiente de variaciéon (CV) de
las repeticiones de los 4 niveles de concentracion, debe ser < 15%, excepto el

correspondiente al limite de cuantificacion cuyo CV debe ser < 20 %.
Atendiendo a las figuras 5, 6 y 7 un método analitico puede ser:
e A) Muy exacto y preciso
e B) Muy exacto y poco preciso
e () Poco exacto y muy preciso

e D) Poco exacto y poco preciso
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Figura 7 Representacion conjunta de la precision y la exactitud

1.4.1.9 CARRY-OVER O ARRASTRE

El término carry-over o arrastre se define como la concentracion residual de un
analito que permanece en el siguiente analisis, tras la cuantificacion en la técnica analitica
que se describe (M10, 2019). Los criterios que establece la FDA para su aceptabilidad es
que el valor obtenido no debe superar el 20% del valor del limite de cuantificacion. La
guia no establece como calcular el parametro, por lo que la medida del carry-over se
realiza de la siguiente forma: se introducen en el sistema cromatografico muestras que
contienen una concentracion elevada del analito a determinar y, posteriormente, se
observa y cuantifica la posible transferencia que se haya podido producir en muestras

blanco (M10, 2019) analizadas a continuacion.
1.4.1.10 RECUPERACION

La recuperacion se define como la cantidad de analito que se obtiene después de
aplicar un método de extraccion. El valor debe ser préximo a 100 %. Este valor indica
que se ha recuperado todo el analito que se espera obtener. La FDA, en la Gltima versién

de “Bionalytical method validation” (2018), expresa la recuperacion como:

., Valor obtenido del analito después de extraer la muestra
Recuperaciéon = - y - — — x 100
Valor del analito depués de extraer un blanco matriz y fortificar ese blanco con el analito

Para el célculo se analizan varias muestras repetidas (n= 5) de tres niveles de

concentracion establecidas previamente. Un dato curioso es que la EMA no considera el
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calculo de la recuperacion como un parametro fundamental en la validacion de un método

analitico.
1.4.1.11 EFECTO DILUCION

Si el método requiere de dilucion del analito porque la sefial obtenida con el
cromatografo sea excesiva y sature el detector, el efecto de la dilucion se debe evaluar
para asegurar que no afecta al proceso analitico. Para asegurar la integridad de la dilucién,
se deben realizar diluciones de la concentracién mas alta de la curva de calibrado (series
de 5 repeticiones) y evaluar los valores obtenidos en cuanto a la exactitud y precision de
los resultados. El criterio de aceptacion debe cumplir que la exactitud no debe superar el

15% del valor nominal y para la precision el coeficiente de variacion debe de ser < 15 %.
1.4.1.12 ESTABILIDAD

Durante el desarrollo del método se debe evaluar la estabilidad quimica del
analito en la matriz en la que se encuentre y, ademas, asegurar la estabilidad a lo largo
del ensayo. La validacién de la estabilidad del farmaco en un fluido bioldgico depende en
gran medida de las condiciones de almacenamiento, las propiedades fisicoquimicas del
farmaco, la matriz y el envase utilizado para la conservacion. En el caso de que la matriz
bioldgica sea rara se podra sustituir por otra compatible. Si el farmaco objeto de estudio
esta en combinacién con otro farmaco, la estabilidad se debe estudiar conjuntamente para
evidenciar posibles interacciones entre ambos compuestos. Los experimentos de
estabilidad relacionados con la matriz deben comparar las muestras control a lo largo del
estudio de estabilidad con las curvas de calibracion recién preparadas y las muestras
control recién preparados. Las condiciones requeridas para el estudio de estabilidad son

las siguientes:

Para determinar la estabilidad del farmaco en la matriz bioldgica, se requieren
un minimo de dos concentraciones (baja y alta) con un minimo de tres repeticiones de
cada concentracion. Estas concentraciones seran las que se evaluaran en el estudio de
estabilidad. Los resultados de la exactitud en cada nivel de concentracion calculado no
deben ser > 15% del valor nominal. Este requisito es extensible a todos los parametros

incluidos en la estabilidad.
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Estabilidad a corto plazo

e Estabilidad del autoinyector. Si las condiciones ambientales del
autoinyector no son las mismas que las del laboratorio, este pardmetro se

debera evaluar.

e Estabilidad en las condiciones trabajo. Se evaluara la estabilidad a las
cero horas, es decir, en el momento de preparacion de las muestras. Otro
lote de muestras se dejara a temperatura ambiente durante 24 horas y otro

lote se dejara en refrigeracion a 4°C durante 24 horas.

Estabilidad a largo plazo

Las condiciones de almacenamiento y duracion seran las mismas que la duracion
del ensayo. A modo de ejemplo: las muestras se almacenaran a -40°C durante 15 dias, y

a -40°C durante 30 dias, ya que ésta es la prevision de duracién del ensayo.

Estabilidad en la congelaciéon vy descongelacion de las muestras

Este pardmetro es muy importante ya que en cualquier laboratorio se congelan y
descongelan las muestras frecuentemente. Una idea para establecer su estabilidad es
congelar y descongelar las muestras un minimo de tres dias consecutivos, realizando la
cuantificacion de al menos tres réplicas para verificar su estabilidad. De lo que se podra
concluir si las muestras admiten esos ciclos de congelacidn/descongelacion. El criterio de

aceptabilidad para cada nivel de concentracion no debe superar el 15% del valor nominal.

Estabilidad de las disoluciones stock

Las soluciones madre no deben prepararse a partir de materiales de referencia
que estén a punto de caducar, a menos que se verifique la pureza del analito en las
soluciones madre. La estabilidad de las disoluciones stock se evaluaran para asegurar que
estas disoluciones son estables en unas condiciones determinadas. Para ello se analizaran
dos concentraciones (baja y alta) con un minimo de tres réplicas. De igual forma se debe
hallar la estabilidad a corto y a largo plazo, para poder establecer las condiciones de

almacenamiento Optimas antes del ensayo.
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3 OBJETIVOS

La presente tesis doctoral presenta los siguientes objetivos:
3.1 OBJETIVO GENERAL

Validar diferentes métodos analiticos para la cuantificacion de tres antibioticos

(cefuroxima, delafloxacino y tilvalosina) en diferentes matrices bioldgicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Desarrollar y validar un método rapido y econémico para la determinacién de
cefuroxima en plasma humano mediante cromatografia liquida acoplada a un
detector de ultravioleta

2 Desarrollar y validar un método analitico para la determinacion de delafloxacino
en plasma humano mediante cromatografia liquida acoplada a un detector de
fluorescencia

3 Determinar la estabilidad de delafloxacino en plasma humano y en las
disoluciones madre

4 Desarrollar y validar un método analitico para cuantificar tilvalosina en plasma de
cerdo mediante cromatografia liquida acoplada a un detector de ultravioleta.

5 Determinar la estabilidad de tilvalosina en plasma de cerdo y en las disoluciones

madre
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4 JUSTIFICACION Y ESTRUCTURA DE LA TESIS

DOCTORAL

La presente tesis doctoral se presenta bajo el compendio de publicaciones de la
cual se derivan tres publicaciones cientificas que conforman esta tesis doctoral y cuyos

objetivos justifican este trabajo.

Publicacion 1: Quantification and determination of stability of
tylvalosin in pig plasma by Ultra-High Liquid Chromatography

with ultraviolet detection.

Para poder prevenir la resistencia microbiana es importante realizar estudios
farmacocinéticos y éstos precisan de determinaciones analiticas de farmacos que sean lo
mas rapidas y simples posibles. Por ello, se pretende desarrollar un método analitico para
cuantificar tilvalosina en plasma de cerdo por cromatografia de liquidos con deteccion
ultravioleta. Actualmente, no existe ninglin método analitico disponible en la literatura
cientifica ni tampoco ensayos de estabilidad. Por tanto, los objetivos planteados en este

estudio y que derivaron en una publicacién cientifica son:

e Objetivo especifico 4. Desarrollar y validar un método analitico para cuantificar
tilvalosina en plasma de cerdo mediante cromatografia liquida acoplada a un

detector de ultravioleta.

e Obijetivo especifico 5. Determinar la estabilidad de tilvalosina en plasma de cerdo

y en las disoluciones madre.
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Publicacion 2: A novel liquid chromatography-fluorescence method

for the determination of delafloxacin in human plasma

Delafloxacino es una fluoroquinolona aprobada recientemente por la Agencia
Europea del Medicamento y, por tanto, en el futuro proximo sera objeto de numerosos
estudios farmacocinéticos. Actualmente, no existe en la literatura cientifica ningun
método para la determinacion de delafloxacino mediante HPLC/FL. Tampoco se conoce
la estabilidad de dicho antibiético a diferentes temperaturas ni el método 6ptimo de
extraccion de muestras de plasma humano. Por tanto, los objetivos planteados en este
estudio y que derivaron en una publicacién cientifica son:

e Objetivo especifico 2. Desarrollar y validar un método analitico para la
determinacion de delafloxacino en plasma humano mediante cromatografia
liquida acoplada a un detector de fluorescencia.

e Objetivo especifico 3. Determinar la estabilidad de delafloxacino en plasma

humano y en las disoluciones madre.
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Publicacion 3: A fast, cost-saving and sensitive method for
determination of cefuroxime in plasma by HPLC with ultraviolet

detection

Cefuroxima es un farmaco ampliamente utilizado en medicina humana y en
medicina veterinaria. Dado su extenso uso en Farmacia Hospitalaria, se requiere de un
método rapido y econdémico para desarrollar estudios farmacocinéticos individualizados
y ajustar la dosis terapéutica segun cada paciente, sobre todo en pacientes criticos donde
la farmacocinética del compuesto puede variar. Por tanto, el objetivo planteado en este

estudio y que derivé en una publicacion cientifica es:

e Objetivo especifico 1. Desarrollar y validar un método rapido y econémico para
la determinacion de cefuroxima en plasma humano mediante cromatografia

liquida acoplada a un detector ultravioleta.
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5 PUBLICACIONES ORIGINALES QUE CONFORMAN LA

TESIS DOCTORAL

5.1 QUANTIFICATION AND DETERMINATION OF STABILITY OF
TYLVALOSIN IN PIG PLASMA BY ULTRA-HIGH LIQUID

CHROMATOGRAPHY WITH ULTRAVIOLET DETECTION

Titulo: Quantification and determination of stability of tylvalosin
in pig plasma by Ultra-High Liquid Chromatography with
ultraviolet detection

Autores: Verdnica Hernandis, Elisa Escudero, Juan Sebastian Galecio, Pedro Marin

Revista: Animals (basel)

animals

Factor de impacto (2020): 2.752 Q1

Ambito: Veterinary Sciences Q1
Agriculture, dairy & animal science Q1

Fecha de publicacion: Junio 2022
Volumen: 12
Numero: 11

DOI: 10.3390/ani12111385
URL:

https://mdpi-res.com/d attachment/animals/animals-12-01385/article deploy/animals-
12-01385.pdf?version=1653661491
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APORTACION DE LADOCTORANDA EN EL ARTICULO INCLUIDO EN
LA TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

La doctoranda ha participado en el disefio experimental, el procesado de las
muestras, disefio y preparacion del estudio de estabilidad, la determinacion analitica,
recopilacion de los resultados e interpretacion, asi como en la preparacion del manuscrito
discutiendo los resultados obtenidos. También se ha responsabilizado del envio del
manuscrito a la revista, responsabilizandose de todo el proceso editorial, siendo la autora

de correspondencia del articulo.
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5.2 A NOVEL LIQUID CHROMATOGRAPHY-FLUORESCENCE
METHOD FOR THE DETERMINATION OF DELAFLOXACIN IN

HUMAN PLASMA

Titulo: A novel liquid chromatography-fluorescence method for the

determination of delafloxacin in human plasma

Autores: Verénica Hernandis, Elisa Escudero; Pedro Marin

JOURNAL OF

SEPARATION
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Revista: Journal Separation Science

Factor de impacto (2020): 3.645 (Q2)
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DOI: 10.1002/jssc.202100768

URL:
https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jssc.2021007
68

APORTACION DE LA DOCTORANDA EN EL ARTICULO INCLUIDOEN
LA TESIS DOCTORAL COMO COMPENDIO DE PUBLICACIONES

La doctoranda ha participado en el disefio experimental y optimizacion del
proceso, preparacion del estudio de estabilidad, el procesado de las muestras, la
determinacion analitica, recopilacion de los resultados e interpretacion, asi como en la
preparacion del manuscrito discutiendo los resultados obtenidos. También se ha
responsabilizado del envio del manuscrito a la revista, responsabilizandose de todo el

proceso editorial, siendo la autora para la correspondencia derivada del articulo.
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5.3 A FAST, COST-SAVING AND SENSITIVE METHOD FOR
DETERMINATION OF CEFUROXIME IN PLASMA BY HPLC

WITH ULTRAVIOLET DETECTION

Titulo: A fast, cost-saving and sensitive method for determination

of cefuroxime in plasma by HPLC with ultraviolet detection

Autores: Verdnica Hernandis, Elisa Escudero; Ana Pareja, Pedro Marin

Revista: Biomedical Chromatography
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En dicho trabajo, la doctoranda ha participado en el disefio experimental, el
procesado de las muestras, la determinacion analitica, recopilacion de los resultados e
interpretacion de los resultados, asi como la preparacion del manuscrito y la discusion de

los resultados obtenidos
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6 CONCLUSIONES

A partir de los resultados descritos y derivados de los diferentes estudios en los
que se ha organizado la presente tesis doctoral, se han obtenido las siguientes

conclusiones:

1. El método analitico para la cuantificacion de la cefuroxima se realiz6 en
plasma humano mediante HPLC/UV, empleando como estandar interno la cefazolina. La
extraccion se realiz6 mediante precipitacion de proteinas con metanol/TFA (acido
trifluoroacético), obteniéndose un valor medio de recuperacion elevado (93.52 %). Los
tiempos de retencion para la cefuroxima y la cefazolina se obtuvieron a los 9.8 y 7.4
minutos, respectivamente. La exactitud y la precision del método fueron elevadas, con
valores por debajo del 10 % en los coeficientes de variacion. Los limites de deteccion y
cuantificacion se establecieron en 0.1 y 0.25 pg/mL, respectivamente. Por tanto, el
método desarrollado es sencillo, rapido, economico y sensible para la determinacion de
cefuroxima por HPLC-UV que puede ser facilmente aplicable en estudios clinicos,

analisis de rutina y estudios farmacocinéticos.

2. El método analitico para la cuantificacion del delafloxacino se realizé en
plasma humano mediante HPLC acoplado a un detector de fluorescencia, empleando
como estandar interno el valsartan. La extraccion se realizé con acetato de etilo como
reactivo extractante (extraccion liquido-liquido), obteniéndose un valor medio de
recuperacion cercano al 100% (98.3 %). Los tiempos de retencién para el delafloxacino
y el valsartan se obtuvieron a los 5.4 y 11.6 minutos, respectivamente. La exactitud y la
precision del método fueron elevadas, con valores por debajo del 11 % en los coeficientes
de variacion. Los limites de deteccion y cuantificacion se establecieron en 0.05 y 0.1
pug/mL, respectivamente. Por tanto, el nuevo método desarrollado es simple, réapido,
sensible y reproducible para la determinacion del delafloxacino por HPLC-FL, que puede
ser facilmente aplicable en estudios clinicos, monitorizacion del farmaco y en estudios

farmacocinéticos.

3. Los controles de calidad en plasma humano de delafloxacino (0.5y 2 pg/mL)
fueron estables a 4 °C y a temperatura ambiente durante 24 horas. Sin embargo, fueron
inestables cuando se congelaron a temperatura de —40 °C durante 30 dias. Tras cinco

ciclos de congelacion (-40 °C) y descongelacion, los controles de calidad de 0.5 pg/mL
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fueron inestables, mientras que los de 2 pg/mL permanecieron estables. Similar
conclusién se obtiene con las soluciones madre de delafloxacino (2.5 y 25 pg/mL)
conservadas a -40 °C, siendo la de menor concentracion inestable los dias 7, 15y 30, sin
embargo, la de mayor concentracion fue estable los dias 7 y 15, mostrando inestabilidad

a los 30 dias de conservacion.

4. El método analitico para la cuantificacion de tilvalosina se realiz6 en plasma
de cerdo mediante HPLC acoplado a un detector de ultravioleta, empleando como
estandar interno el enrofloxacino. La extraccion se llevé a cabo con una mezcla de &cido
formico en acetonitrilo (extraccion liquido-liquido), obteniéndose un valor medio de
recuperacion elevado (93.87 %). Los tiempos de retencién para la tilvalosina y el
enrofloxacino se obteuvieron a los 14.1 y 5.9 minutos, respectivamente. La exactitud y la
precision del método fueron elevadas, con valores por debajo del 6.5 % en los coeficientes
de variacion. Los limites de deteccion y cuantificacion se establecieron en 0.05 y 0.1
pg/mL, respectivamente. Por tanto, el nuevo método desarrollado es simple, rapido y
reproducible para la cuantificacion de la tilvalosina por HPLC-UV, que puede ser
facilmente aplicable en estudios farmacocinéticos y para la deteccion de residuos en

muestras de animales.

5. La tilvalosina fue estable en los controles de calidad en plasma de cerdo (0.5
y 2 pg/mL) a 4 °C y a temperatura ambiente durante 24 horas, durante 30 dias a
temperatura de —40 °C y tras cinco ciclos de congelacion (-40 °C) y descongelacion.
Igualmente, también fueron estables las soluciones madre de tilvalosina (2.5y 25 pug/mL)

conservadas a -40 °C durante 7, 20 y 60 dias.
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7/ RESUMEN

El uso de antibioticos tanto en medicina humana como en medicina veterinaria
se esta restringiendo en la actualidad debido a la elevada resistencia que ofrecen los
microorganismos. Los estudios farmacocinéticos constituyen una herramienta muy
valiosa a la hora de evaluar la concentracion de farmaco en el organismo y establecer
posologias adecuadas que aseguren el éxito clinico y minimicen el riesgo de aparicion de
resistencias bacterianas. Para poder realizar dichos estudios en muestras bioldgicas, tanto
de humanos como de animales, es necesario previamente desarrollar y validar un método
analitico para cuantificar las concentraciones del farmaco en la muestra de forma
adecuada. En general, los métodos analiticos mas usados en los estudios farmacocinéticos
para la cuantificacién del farmaco son los métodos cromatograficos. En este caso, el
objetivo general de la presente tesis doctoral fue la validacion de tres métodos analiticos
para la cuantificacion de tres antibioticos (cefuroxima, delafloxacino, tilvalosina) que
permita la obtencion de la concentracion exacta del farmaco en diferentes matrices
biologicas y de este modo utilizarlos para realizar los estudios farmacocinéticos

pertinentes.

El desarrollo, optimizacién y validacién de un método analitico para la
cuantificacion de la cefuroxima se realiz6 en plasma humano mediante HPLC/UV. La
extraccion se realiz6 mediante precipitacion de proteinas con metanol/TFA (&cido
trifluoroacético). Los resultados obtenidos en los parametros de validacion fueron
satisfactorios obteniendo una elevada recuperacion (93.52 %,), alta selectividad y
especificidad, con un valor en el error de la exactitud por debajo del 10 %. De igual forma,
para el calculo de la precision se obtuvo un valor < 10 % en el coeficiente de variacion.
Los limites de deteccién y cuantificacion se establecieron en 0.1 y 0.25 pg/mL,
respectivamente. Por lo que el método analitico propuesto es adecuado para ser aplicado

en estudios clinicos, analisis de rutina y estudios farmacocinéticos.

El desarrollo, optimizacion y validacion de un meétodo analitico para la
cuantificacion de delafloxacino se realiz6 en plasma humano mediante HPLC/FL. El
proceso de extraccion consistié en una extraccion liquido-liquido con &cido férmico al
50% y acetato de etilo. También se evalud la estabilidad de dicho antibiético en diferentes

matrices y a diferentes temperaturas. Los resultados obtenidos en los parametros de
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validacion fueron satisfactorios obteniendo una elevada recuperacion (98.3 %), alta
selectividad y especificidad, un limite de deteccion de 0.05 pg/mL y un limite de
cuantificacion de 0.1 pg/mL. Los valores obtenidos en la precision, expresados como
coeficiente de variacion, fueron < 11%. De igual forma, los valores obtenidos para el error
en la exactitud fueron < 11%. Los resultados obtenidos en los estudios de estabilidad
mostraron inestabilidad tanto en las muestras de plasma como en las disoluciones madre
a partir de los quince dias de almacenamiento a -40°C. De ahi que se propongan nuevos
estudios con el fin de asegurar la estabilidad del delafloxacino en diferentes condiciones

de almacenamiento.

El desarrollo, optimizacion y validacion de un método analitico para la
cuantificacion de la tilvalosina se realizé en plasma de cerdo mediante HPLC/UV. La
extraccion se realizé mediante precipitacion de proteinas con una solucién al 0.1 % de
acido formico en acetonitrilo. También se evalud la estabilidad de dicho antibidtico en
diferentes matrices y a diferentes temperaturas. Los resultados obtenidos en los
pardmetros de validacion fueron excelentes, obteniendo un rango en el valor de
recuperacion entre 89.66-96.92 %. Los limites de deteccion y cuantificacion fueron de
0.05 pg/mL y 0.1 pg/mL, respectivamente. Con lo que respecta a los valores obtenidos
para la precision y el error en la exactitud, éstos fueron < 13.0 % en ambos parametros.
Hay que destacar la buena selectividad y especificidad del método analitico. Finalmente,
los resultados obtenidos en los estudios de estabilidad a -40°C fueron también
satisfactorios demostrando la estabilidad a corto y largo plazo. Por lo que se puede
concluir que este método puede ser aplicado en estudios clinicos, monitorizacion de

niveles eficaces y estudios farmacocinético.
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8 SUMMARY

The use of antibiotics in both human and veterinary medicine is currently being
restricted due to the high resistance offered by microorganisms. Pharmacokinetic studies
are a very valuable tool to assess drug concentration in the body and to establish
appropriate dosages in order to ensure clinical success and minimize the risk of the
appearance of bacterial resistance. In order to carry out these studies on biological
samples, both from humans and animals, it is necessary first to develop and validate an
analytical method to adequately quantify drug concentrations in the sample. In general,
the analytical methods most used in pharmacokinetic studies for drug quantification are
chromatographic methods. In this case, the general objective of this doctoral thesis was
the validation of three analytical methods for the quantification of three antibiotics
(cefuroxime, delafloxacin, tylvalosin) that allows to obtain exact concentrations of the
drug in different biological matrices and thus use them to perform relevant

pharmacokinetic studies.

The development, optimization and validation of an analytical method for the
quantification of cefuroxime was carried out in human plasma by HPLC/UV. Extraction
was performed by protein precipitation with methanol/TFA (trifluoroacetic acid).
Validation parameters were satisfactory, obtaining a high recovery (93.52%), high
selectivity and specificity, with an accuracy error value below 10%. Similarly, for the
calculation of precision, a value < 10% was obtained in the coefficient of variation.
Detection and quantification limits were 0.1 and 0.25 pg/mL, respectively. Therefore, the
proposed analytical method is suitable to be applied in clinical studies, routine analysis
and pharmacokinetic studies.

The development, optimization and validation of an analytical method for the
quantification of delafloxacin was performed in human plasma by HPLC/FL. The
extraction process consisted of a liquid-liquid extraction with 50% formic acid and ethyl
acetate. The stability of the antibiotic in different matrices and at different temperatures
was also evaluated. Validation parameters were satisfactory, obtaining a high recovery
(98.3%), high selectivity and specificity, a detection limit of 0.05 pg/mL and a
quantification limit of 0.1 pg/mL. The values obtained in precision, expressed as
coefficient of variation, were < 11%. Similarly, the values obtained for the accuracy error

were < 11%. Stability studies showed instability in both plasma samples and mother
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solutions after fifteen days of storage at -40°C. Hence, new studies are needed to ensure

the stability of delafloxacin in different storage conditions.

The development, optimization and validation of an analytical method for the
quantification of tylvalosin was carried out in pig plasma by HPLC/UV. Extraction was
performed by protein precipitation with a 0.1% solution of formic acid in acetonitrile.
Antibiotic stability in different matrices and at different temperatures was also evaluated.
Validation parameters were excellent, obtaining a range in the recovery value between
89.66-96.92%. The detection and quantification limits were 0.05 pg/mL and 0.1 ug/mL,
respectively. Regarding the values obtained for precision and accuracy error, these were
both lower than 13.0%. The good selectivity and specificity of this analytical method
should be highlighted. Finally, the results obtained in the stability studies at -40°C were
also satisfactory, demonstrating short- and long-term stability. Therefore, it can be
concluded that this method can be applied in clinical studies, effective levels monitoring

and pharmacokinetic studies.
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