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1. RESUMEN

El humo de tabaco es un producto téxico y perjudicial, que implica un riesgo para la salud
del fumador y para las personas que lo rodean. En la combustion del tabaco se han
identificado més de 4000 compuestos diferentes entre los cuales, por lo menos sesenta se
reconocen como cancerigenos. Debido a la presencia de estos compuestos, los gobiernos
han establecido leyes con el objetivo de proteger la salud de la poblacion.

La nicotina es uno de los principales componentes del tabaco, responsable de la adiccion al
cigarrillo; es una droga de altisimo poder adictivo debido a que los receptores nicotinicos
especificos cerebrales son activados casi instantaneamente, luego de su inhalacion.

La cotinina es el principal metabolito de la nicotina y es el biomarcador més utilizado para
la cuantificacion de la exposicion al humo de tabaco; el cual puede ser medido mediante la
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC por sus siglas en ingles).

Hasta la fecha en el pais, los estudios relacionados con el tratamiento del tabaquismo,
limitan la informacion sobre el progreso de la enfermedad Unicamente a los resultados de
encuestas de dependencia a la nicotina, sin contraste de esta informacién con la
determinacion de niveles de exposicion con marcadores biologicos, restringiendo asi, la
posibilidad de desarrollar una investigacion que ayude a construir el contexto
epidemioldgico del tabaquismo y sus avances en aspectos de tratamiento a nivel nacional.

Una correcta valoracion del tabaquismo resulta fundamental para realizar un tratamiento
efectivo. Los profesionales sanitarios deben estar preparados para diagnosticarlo y tratarlo
adecuadamente. Por ello, es conveniente definir parametros clinicos sustentados con
pruebas analiticas que lleven a establecer un correcto diagnéstico

En esta investigacion se validd un método para determinar los niveles de cotinina en
fumadores, lo cual constituye una herramienta que aportard recursos cientificos y
enriquecerd la informacion que las autoridades de salud tienen disponible actualmente para
valorar el tratamiento y darle un seguimiento mas estrecho a personas con la enfermedad
del tabaquismo.



2. INTRODUCCION

El consumo de tabaco es la causa de morbilidad y mortalidad prematura méas importante en
el mundo, sobre la cual se puede impactar con medidas preventivas. Las consecuencias de
fumar son bien conocidas; incluyen un aumento del riesgo de contraer cancer, enfisema y
enfermedad cardiovascular. Ademas, el humo de tabaco es reconocido como carcindgeno y
la exposicion persistente al mismo estd asociada con mayor riesgo de sufrir cancer de
pulmon y otras enfermedades; los nifios especialmente, pueden incrementar la frecuencia de
enfermedades asméticas y del tracto respiratorio bajo, como bronquitis y neumonia, por lo
que puede afirmarse que el tabaquismo genera un impacto significativo en términos de
gasto sanitario. [EPA, 2007]

Los biomarcadores o metabolitos que resulten de su biotransformacion o cualquier
alteracion bioquimica precoz, cuya determinacion en los fluidos biologicos, tejidos o aire
exhalado permiten determinar la intensidad de exposicion o riesgo para la salud. [Augusto,
2006]. Son muy utilizados como instrumentos en los estudios epidemioldgicos, en la
clasificacion de la exposicion al humo de tabaco, para poder medir el grado de
susceptibilidad y el nivel de afectacion en la salud producido por el tabaquismo. Entre los
marcadores de exposicion al tabaco se incluyen carboxihemoglobina, i6n tiocianato,
nicotina y cotinina. La Nicotina es un marcador especifico, pero tiene el defecto de poseer
de una vida media muy corta, inferior a 2 horas, por lo que no se acumula, ni persiste
durante largos periodos de tiempo. La nicotina se metaboliza en dos metabolitos
principales: N-6xido-nicotina y cotinina. [Benowitz, 1996],

La cotinina es el principal metabolito de degradacién de la nicotina y es generalmente
considerado el mejor biomarcador de consumo de tabaco en fumadores activos y de
exposicién ambiental al tabaco en los fumadores pasivos, porque posee una vida media de
18 a 20 horas, de modo que al medir los niveles de cotinina en el organismo podemos
determinar la cantidad de nicotina a la que se estuvo expuesto. [Tutka, 2005], [Arreseygor,
2006]

Existe una variedad de métodos analiticos reportados en la literatura para determinar
nicotina y cotinina en fluidos bioldgicos, entre ellos el método de Radioinmunoensayo
(RIA) que aunque es muy sensible carece de especificidad y esta limitado a los laboratorios
que pueden producir los anticuerpos para su aplicacion; otros metodos analiticos utilizados
son las técnicas cromatograficas, que permiten una adecuada separacion y cuantificacion.
Dentro de estas técnicas la més utilizada es la de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) con detector ultravioleta. [Vacchino,2006]

En esta investigacion se implementé y validd un método utilizando la técnica de
cromatografia liquida con detector UV para determinar los niveles de cotinina en orina. Los



analisis se realizaron en el Laboratorio del Instituto Cientifico de Desarrollo Empresarial
(ICDE, I1+D+i). Los parametros especificados por Gokani y Rabbaa-Khabbaz, serén
evaluados y se utilizaran los valores éptimos de acuerdo a los resultados obtenidos en
nuestro estudio. [Gokani, 2004], [Rabbaa, 2006]



3. MARCO TEORICO.

3.1 Origen del tabaco.
La costumbre de inhalar el humo de determinadas plantas parece remontarse casi hasta el

descubrimiento del fuego. Es bastante probable que tal costumbre se asociase a una serie de
ritos magicos, adivinatorios o curativos. El tabaco se utilizaba en forma medicinal y ritual.
Gracias al comercio de los mayas con los olmecas y otros pueblos, el uso del tabaco se
extendidé hasta América del Norte y Canada. [Yanie B., 2000]

o

Figura 1. Nicotiana Tabacum.

La planta del tabaco, "Nicotiana Tabacum', de cuyas hojas se obtienen diversos
productos destinados al consumo humano: cigarrillos, cigarros puros, picadura de pipa,
rapé, tabaco de mascar y otros, es originaria de la zona del altiplano andino, aunque
cuando fue colonizada por los europeos ya se habia extendido por todo el continente.

Segun su variedad, el tabaco contiene entre 0.5 y 16% de nicotina. El resto es alquitran, una
sustancia oscura y resinosa compuesta por varios agentes quimicos, muchos de los cuales se
generan como resultado de la combustion (cianuro de hidrégeno, monodxido de carbono,
diéxido de carbono, 6xido de nitrégeno, amoniaco). Como la industria del tabaco esta
sometida a regulaciones de calidad y este producto es relativamente barato, no suele
adulterarse.

Las hojas de tabaco son procesadas en laminas, mezcladas con diferentes aditivos
especificos para mejorar el sabor y otras caracteristicas, y cortadas para hacer cigarrillos. El
tabaco es envuelto en una lamina de papel y se coloca un filtro que contiene materiales
como carbon, con canales u orificios para la entrada de aire. [Antonio, 2006]



3.2 Componentes del tabaco.
Componentes de la hoja del tabaco.
El agua constituye el 80% del peso total de la hoja antes de ser cortada y sélo un 18%

después del proceso de curado. La materia seca esta formada a su vez por sustancias
organicas (75-89%), que se dividen en nitrogenadas, no nitrogenadas y sustancias

3.2.1

inorganicas.

La composicion de la hoja del tabaco es la siguiente:
1. Agua (80)%
2. Materia Seca (20)%
— Compuestos Inorgénicos (11 - 25)%
— Compuestos Organicos (75 - 89)%

3.2.2

o Nitrogenados
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Sustancias Aromaticas.

Componentes del humo del tabaco.
La determinacion de los componentes del humo del tabaco se realiza haciéndolo pasar a

través de un filtro tipo Cambridge, formado por agujas de vidrio que funcionan como
barrera. El filtro, deja pasar las sustancias en fase gaseosa y retiene las particulas de tamafio
inferior a 0,3 um de didmetro de la fase de particula. [Jiménez, 1995]

Los constituyentes mas importantes de la fase gaseosa y de la fase de particula son:

Fase gaseosa
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v 2-butanona v 2,4 dimetil-fenol
v" Tolueno v Cresol

v' Acetonitrilo v’ Etil-fenol

v Acroleina v" Sigmasterol

v' Amoniaco v' Fitosteroles

v" Benceno v Indol 2

v Dimetilnitrosamina
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3.3 Metabolismo de la nicotina.
3.3.1 Accidn del humo de cigarro en el organismo.
El tamafio de las particulas del humo del tabaco determina el lugar de depdsito en la via

aérea o los alveolos del pulmén y muchos de los constituyentes de la fase gaseosa son
absorbidos a través de la membrana alveolo-capilar. Tras ser inhaladas, el tamafio de las
particulas puede variar con el aumento de humedad en la via aérea y la agregacion de
particulas debido a su alta concentracion. [Burns, 1991]

Aproximadamente 8 segundos después de haber entrado a los pulmones, la nicotina
contenida en el tabaco alcanza el torrente sanguineo y en menos de 5 minutos traspasa la
barrera hematoencefalica para llegar al cerebro. Sus efectos duran entre 5 y 10 minutos
provocando fases de accion estimulante y accion depresora del sistema nervioso central.

En primera instancia, estimula algunos receptores sensitivos y produce una descarga de
adrenalina que acelera la frecuencia cardiaca y eleva la presion arterial. Posteriormente,
deprime todos los ganglios autbnomos del sistema nervioso periférico. [Antonio, 2006]

La nicotina se metaboliza principalmente en el higado y en menor medida en los rifiones y
los pulmones. Los metabolitos primarios de la nicotina son la cotinina y la nicotina-N-
oxido. De esta forma el 70% de la nicotina se transforma en cotinina, el 4% en nicotina-N-
oxido y un 9% se elimina sin modificarse. Los principales metabolitos de la nicotina
pueden observarse en la figura 2.

La Cotinina es un compuesto inactivo y un excelente marcador bioldgico para el estudio de
pacientes fumadores, ya que tiene una vida media de unas 16-20 horas (con un rango 11-37
horas), persistiendo en el organismo unos 4 dias desde que la persona deja de fumar;
aparece en la sangre del fumador a los pocos minutos de haber consumido tabaco, sus
niveles plasmaticos fluctian mucho menos que los de la nicotina y es facilmente
cuantificable en sangre, saliva y orina. Se considera indicativo de fumador activo un nivel
de cotinina en saliva mayor de 40 mgmL™. [Torrecilla, 2001]
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Figura 2. Estructuras de los principales metabolitos de la Nicotina. [Benowitz, 1996]

3.3.2 Eliminacion de la nicotina.
La eliminacion de la nicotina y sus metabolitos tiene lugar fundamentalmente en el rifidn.

El pH &cido de la orina favorece su eliminacion, mientras que el pH alcalino la disminuye.
La cotinina en orina empieza a detectarse a las dos horas desde su consumo y a las 72 horas
se ha eliminado en mas del 90%. Un 10% de la cotinina y toda la nicotina-N-6xido se
eliminan sin metabolizar. Otra importante forma de excrecion de la nicotina y sus
metabolitos es la saliva. [Torrecilla, 2001]

3.4 Epidemiologia.
El tabaco mata anualmente alrededor de 5 millones de personas en todo el mundo. De

acuerdo a proyecciones oficiales se espera que para el afio 2020 la cifra se incremente a 10
millones de personas. En América, las muertes asociadas con el humo de tabaco
representan un total de 1,1millones de personas y 600,000 de ellas son de América Latina y
el Caribe.

34.1 Tabaquismo en El Salvador.
En El Salvador, se estima que se producen alrededor de 5,000 muertes anuales por

enfermedades directamente asociadas al consumo de tabaco siendo las principales: todos



los tipos de cancer, las enfermedades cardiovasculares, los accidentes cerebrovasculares e
infarto agudo al miocardio y enfermedades pulmonares obstructivas cronicas.

Segun estadisticas del Ministerio de Salud de El Salvador, en el afio 2009 se cuantificaron
un total de 827 consultas por primera vez, de pacientes que adolecen diferentes tipos de
cancer; 1,287 por accidentes cerebro vasculares, 448 por infartos cardiacos y 9,951
consultas por enfermedades pulmonares, todas ellas asociadas al consumo de tabaco. El
consolidado de datos del Ministerio de Salud y el Instituto de Medicina Legal, reporta un
total de 154 muertes de pacientes que adolecian de cancer del tracto respiratorio, asociado
directamente al tabaquismo. [PAHO]

3.4.2 Costos del tabaquismo en El Salvador.
Segln la OMS, el tabaco le cuesta a la economia mundial $200 mil millones de délares al

afio en la provision de servicios de salud. En EI Salvador, el costo estimado de la atencién
Unicamente de los pacientes con céancer vinculados al consumo de tabaco, se calcula en
alrededor de 15.5 millones de ddlares al afio.

Asimismo, genera un enorme costo humano en aquellas personas que sufren de
discapacidad por padecer enfermedades vinculadas al tabaco, como la dependencia de
oxigeno en aquellos pacientes que sufren de cancer y otras enfermedades pulmonares,
discapacidad completa o parcial en aquellas personas que sufren de infartos cerebrales o
cardiacos, impactando directamente en la economia familiar por tratarse de personas en
edad productiva. Ante este panorama, se realiza un esfuerzo mundial para el control y
regularizacion del consumo de tabaco a traveés de un convenio internacional para la
creacion de leyes en cada pais. [Saiz, 2003]

La epidemia mundial de tabaquismo mata cada afio a casi 6 millones de personas, de las
cuales mas de 600 mil son no-fumadores y mueren por respirar humo ajeno. Sélo cinco
paises de América Latina prohiben totalmente la publicidad, promocion y patrocinio del
tabaco, estos son Panaméa, Colombia, Brasil, Chile y Surinam.

Entre las medidas de prevencion del tabaco se encuentran: incremento fiscal, espacios sin
humo de tabaco, informacion en el Marco Mundial del Control de Tabaco (MMCT)
prohibicion de publicidad, imagenes en cajetillas, el financiamiento de tratamientos,
encuestas por lineas telefonicas y otros. Pero no todas tienen el mismo impacto como lo
podemos observar en la figura 3. [CNPT, 2010].



Medidas de Prevencion del Tabaquismo

O Incremento Fiscal
O Espacios sin Humo
B Informacion en MMCC
B Prohibicion Publicidad

O Imégenes cajetillas

H Financiacion tratamientos
O Lineas telefonicas

Figura 3. Impacto de las medidas de prevencion del tabaquismo.

3.4.3 Prevalencia del tabaquismo.
En EI Salvador en el 2009, la prevalencia de tabaquismo en la poblacién adulta fue de

21,6% en los hombres y 3,4% en las mujeres, mientras que la prevalencia de tabaquismo en
los adolescentes fue de 27% (32,6% en los hombres y 21,3% en las mujeres); 15% de los
adolescentes fumaron su primer cigarrillo antes de los 10 afios, 58% quisiera dejar de fumar
y 74% ha recibido apoyo para dejar de fumar. El Salvador no ha ratificado el Convenio
Marco de la OMS para el Control del Tabaco; sin embargo, recientemente aprob6 una ley
sobre el control del tabaco que regula la comercializacion, los espacios libres de humo, la
publicidad, la promocion y el patrocinio, asi como aspectos relacionados con el
contrabando.[Saiz, 2003]

34.4 Corriente primaria y secundaria del humo de cigarro.
El hecho de fumar es un proceso basado en la combustion del tabaco. Cuando el fumador

consume un cigarrillo se generan dos corrientes de humo: una, llamada corriente primaria o
principal que atraviesa toda la columna del cigarro y el filtro, luego es aspirada por el
fumador pasando al interior de su aparato respiratorio, y la otra corriente, conocida como
secundaria o lateral, producida por la combustion del tabaco sin mediar aspiracion.

Aproximadamente, el 75% del humo del cigarrillo es corriente secundaria y sélo el 25%
corriente primaria. La corriente primaria es la causante de las patologias en el fumador
activo, mientras que la corriente secundaria junto con el humo exhalado por el fumador,
afecta a los fumadores pasivos. Inicialmente se pensaba que la composicion de la corriente
secundaria era la misma que la de la corriente principal. Estudios realizados en los Gltimos
afios, con analisis quimicos de la corriente secundaria, han puesto de manifiesto que poseen
diferentes concentraciones de las sustancias presentes en el humo del tabaco; e incluso la
concentracion de determinados componentes toxicos es muy superior en la corriente



primaria, como las N-nitrosaminas, monoxido de carbono, acroleina y amoniaco. [E.P.A.
2002]

3.5 Acciones sobre el organismo.
El conocimiento de la composicion exacta del humo del tabaco continGa siendo un

problema para los investigadores. Las particulas mas dafiinas e importantes, desde el punto
de vista sanitario, estan perfectamente identificadas y se presentan en la figura 4.
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Figura 4. Particulas toxicas, puntos de afeccion en el organismo y enfermedades
desarrolladas.

351 Nicotina.
La nicotina es un alcaloide natural presente en las hojas del tabaco. Su sintesis se realiza en

la raiz de la planta, asciende a través de la savia y se deposita en las hojas en gradiente de
concentracion, de forma que las hojas situadas en la parte mas alta tienen mas nicotina que
las situadas en la parte baja. Una vez absorbida por el organismo pasa rapidamente al
torrente sanguineo, obteniéndose el nivel mas alto de nicotinemia en los primeros minutos
después de iniciar el consumo. Desde la sangre periférica, la nicotina va a actuar sobre los
distintos 6rganos: los del sistema cardiovascular, debido a su actividad simpaticomimética;
del sistema gastrointestinal, debido a su actividad parasimpaticomimética; del sistema
endocrino-metabdlico y del sistema nervioso central.

3.5.2 Mondxido de carbono.
El mondxido de carbono es un gas toxico que se produce por combustion incompleta del

tabaco y se encuentra en la fase gaseosa del humo del cigarrillo. La concentracion depende
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del tipo de presentacion utilizada (los cigarrillos desprenden mas CO que los puros), de la
temperatura y rapidez de la combustion y del grado de contaminacion atmosférica. El
fumador inhala unos 400 mgL™ de este gas en cada inhalada. El CO inhalado atraviesa con
facilidad la membrana alveolo-capilar y se combina activamente con la hemoglobina
sanguinea, formando carboxihemoglobina (HbCO). La sangre de los fumadores tiene tasas
méas altas de HbCO que la de los no fumadores. EI CO tiene una afinidad por la
hemoglobina 20 veces superior a la del oxigeno. Esta union determina que el aporte de
oxigeno a los tejidos sea mucho menor. [Houezec, 1991]

3.5.3 Carcindgenos.
Se denominan carcindgenos a aquellas sustancias que actuando sobre una célula inducen

alteraciones especificas cuyo resultado final es una manifestacion tumoral. Existen varios
tipos de carcindgenos:

- Carcindgenos de accion directa: capaces de causar por si mismos, a la dosis
apropiada, un cambio maligno (carcindégenos completos).

- Carcindgenos de accion indirecta: requieren una activacion metabdlica para
comportarse como verdaderos carcindgenos, capaces de unirse a las
macromoléculas de las células, fundamentalmente ADN y proteinas.

La mayoria de los carcindgenos del humo del tabaco se encuentran en los alquitranes. Los
hidrocarburos aromaticos policiclicos y las nitrosaminas son los carcin6genos mas potentes

(tabla 1). [Ramos et al. 2004]

Tabla 1. Carcindgenos del humo del tabaco.

Fase de particula

Fase de gas

- Carcindgenos

e Nitroso-nor-nicotina
Polonio-210
Niquel
Cadmio
Arsénico
- Cocarcindgenos

e 9-metil-carbazol

e Catecoles

e Fenoles
- Iniciadores

e Benzo-a-pireno
Benzo-a-flGor anteno
5 metil-criseno
Dibenzoantraceno
Benzoflloranteno
Dibenzopireno

- Carcinogenos
e Dimetil-nitrosamina
e Dietil-nitrosamina
e Etil-metil-nitrosamina
e Nitropirrolidina
- Cocarcindgeno:
e Formaldehido
- Iniciador:
e Uretano
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354 Las N-nitrosaminas.
Son un grupo de sustancias que se producen durante el proceso de fabricacion del tabaco y

posteriormente, durante la combustion. La nitrosaminas Se comportan como
procarcindgenos, ya que requieren activacion metabdlica para convertirse en carcin0genos
completos y en esta activacion estan implicadas enzimas a-hidroxilasas. La principal accion
de las nitrosaminas es actuar sobre la guanina, produciendo una alcalinizacion que permite
la aparicién de timidina.

Una mutacion frecuente en los genes supresores tumorales de los fumadores es la
traslocacion de la guanina por timidina. En consecuencia, los genes supresores tumorales
mutados no podrian realizar su funcién de inmunovigilancia de forma eficaz y se facilitaria
el desarrollo de neoplasias en los fumadores. [Jiménez, 2000]

355 Sustancias oxidantes.
En el humo del tabaco se han detectado un gran nimero de sustancias con alta capacidad

para producir estrés oxidativo, de alterar el equilibrio proteasas- antiproteasas y de activar
la respuesta inflamatoria, principalmente de polimorfo nucleares y macrofagos. Los
radicales oxigenados (ver tabla 2) son los mas abundantes y los que presentan mayor
capacidad oxidante. Cada inhalada de humo del cigarrillo contiene 107 moléculas oxidantes
de las que 104 son radicales libres de oxigeno. Ademas, los radicales libres de oxigeno
también se producen de forma enddgena, a partir de las células inflamatorias activadas,
como macréfagos y neutrofilos. [Georgina, 2006], [Soler, 2002]

Tabla 2. Sustancias oxidantes del humo del tabaco.

Oxidos de nitrégeno

Oxidos de carbono

Oxidos de azufre

Acroleina

Acido cianhidrico

Acido férmico

Radicales tdxicos del oxigeno:
v" 16n superdxido
v" Peroxido de hidrégeno
v 0 Radical hidroxilo

VVVVVYVYY

3.6 Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC).
Las particulas toxicas actian en dos lugares del aparato respiratorio de los fumadores: el

arbol bronquial y los alveolos, favoreciendo el desarrollo de EPOC.
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Su accién sobre la mucosa del arbol bronquial produce inflamacién, destruccion de las
células ciliadas, hipertrofia, hiperplasia glandular e hiperproduccion de mucosa con
caracteristicas alteradas.

Cuando las sustancias oxidantes actian sobre el alveolo (ver figura 5), producen un
incremento de polimorfonucleares y macrofagos alveolares, los cuales liberan las proteasas
y elastasas que tienen en su interior y generan sustancias oxidantes.

1 CELULAS
LINFCOCCITO EPITELIALES
E nn

'

o H . -'— .,.”.”".

MACROFAGO
ALVEOLAR

AL

FIBROBLASTO

NEUTROFILO

[ Proteasa ] r Proliferacion de tejido ]

L conectivo y fibrosis

| | l

[ Hipersecrecion ] [ Fibrosis J [ Protedlisis ]
v
[ Bronguitis cronica l Bronquiolitis J [ Enfisema ]

Figura 5. Mecanismos inflamatorios en la EPOC.

Estas enzimas aumentan la carga de proteasa en el pulmén del fumador y oxidan la enzima
alfa-1- antitripsina, convirtiéndola en inactiva. Dicha enzima es la antiproteasa mas
importante del sistema respiratorio. Su funcion primordial es inactivar la elastasa y otras
enzimas proteoliticas producidas por los neutrofilos, que son capaces de destruir el tejido
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conectivo del pulmodn. Su inactivacion impide que pueda ejercer su accion defensiva sobre
el pulmén, produciéndose una disminucion de la carga antiproteasa. Este desequilibrio
proteasa/antiproteasa, facilita el desarrollo de enfisema pulmonar en los fumadores por la
progresiva destruccion del tejido conectivo (ver figura 6a y 6b). [Georgina, 2006], [Soler,
2002]

Tabaco
+ Antiproteasas —— NF-xB
SLPI, o-AT
IL-8 TNF-o
A Protedlisis

0Oy, HO
2 22 Acumulacién de %

neutroéfilos

OH’, ONOO™

\%.j Broncoconstriccion

A Secrecion mucosa Isoprostanos

Permeabilidad plasmética

Figura 6a. El estrés oxidativo en la EPOC.
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Figura 6b. Desequilibrio proteasa-antiproteasa.

3.7 Caracteristicas farmacoldgicas de la nicotina.
La nicotina se sintetiza en las raices de la planta del tabaco y es transportada por la savia

hasta las hojas. La nicotina es un alcaloide natural, una amina terciaria de pH basico débil.



Se trata de una sustancia volatil e incolora, aungque en contacto con el aire se oscurece y
toma color marrén. El isomero L-nicotina es la forma activa que se encuentra en el tabaco.
[Benowitz, 1988.]

3.8 Absorcion de la nicotina.
La absorcidn de la nicotina depende del pH. La nicotina se puede presentar de dos formas

en equilibrio, segin el pH del medio: una ionizada, cuya absorcion es escasa y otra no
ionizada muy liposoluble y atraviesa con facilidad las membranas celulares y se absorbe
facilmente en funcion del pH del tejido y del vehiculo que transporta la nicotina (humo).
Cuando el pH del medio es acido, como el de los cigarrillos (pH 5.5), la nicotina tiende a
estar ionizada, por lo que se absorbe poco a nivel de la boca. A nivel pulmonar la nicotina
es tamponada a un pH fisiologico permitiendo su absorcion. Por el contrario, cuando el pH
es basico, como el humo de pipa o puros (pH 8.5), la nicotina tiende a estar en su forma no
ionizada y se absorbe sobre todo en la mucosa bucal.

La cantidad de nicotina absorbida depende del habito del fumador, tipo de administracion,
pH del humo y nimero de inhalaciones del cigarro. La absorcién por la piel es minima y
esta sujeta a variables como la temperatura, pH, grado de higiene e hidratacion. La mayor
parte de la nicotina absorbida en el tracto gastrointestinal es inactivada por la accion de los
jugos gastricos y por las enzimas microsomiales hepaticas durante el primer paso a través
del higado. [Tutka,2005]

3.9 Distribucion.
La nicotina se absorbe rapidamente a nivel pulmonar dada la gran superficie de intercambio

a nivel alveolo-capilar, llega al torrente sanguineo y en pocos segundos los dérganos
principales pueden ser afectados por factores externos, alcanzando los receptores
nicotinicos cerebrales a los 7-10 segundos, dos veces mas rapido que si la nicotina se
administrara de forma intravenosa. Esto origina una estrecha relacion entre el hecho de
fumar y los efectos que provoca a nivel del Sistema Nervioso Central (SNC). [Lozano,
2006]

La nicotina es absorbida por el higado y metabolizada principalmente a cotinina, la cual a
su vez es eliminada por el rifion por medio de la orina. Para poder extraer y posteriormente
separar y analizar la cotinina de la orina existen diversas técnicas de extraccion siendo una
de las mas eficaces la extraccion asistida por ultrasonido.

3.10 Extraccion asistida por ultrasonido.
El sonido, incluyendo el ultrasonido, es transmitido a través de cualquier medio fisico

mediante ondas que comprimen y estiran el espacio molecular a través de su paso por el
medio. Cuando una onda del ultrasonido causa una presion negativa suficiente a través de
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un liquido, la distancia entre las moléculas del mismo excede la minima distancia
molecular requerida para mantener el liquido intacto, lo que origina que las fuerzas de
cohesion se rompan y se crea un vacio que se denomina burbujas de cavitacion.

Las colisiones entre las burbujas de cavitacion constituyen la primera fuente de los efectos
quimicos y mecénicos de la energia de ultrasonido. Cada choque puede ser considerado
como un microreactor en donde se crean instantdneamente temperaturas de varios miles de
grados centigrados y presiones mayores a mil atmdsferas. [Capelo, 2009]

Por lo general, la utilizacion de ultrasonidos ayuda a las técnicas de analisis quimicos de
diferentes formas:

* Acelerar técnicas de extraccion liquido-liquido.

* Reducir extraccion secuencial.

* Acelerar la extraccion solido — liquido de especies organicas.

* Acelerar reacciones enzimaticas.

* Favorecer la extraccion solido-liquido.

* Favorecer el desempefio de extraccion y microextraccion en fase sélida.

* Incrementar la precision en técnicas de dispersion en matrices solidas.

3.11 Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia.
El término cromatografia deriva de las palabras griegas chroma (color) y graphein

(escribir), aludiendo a que los pigmentos vegetales separados por Mikhail Semenovich
Tswett se ponen de manifiesto como bandas coloreadas.

Segun la IUPAC, la cromatografia es un método fisico de separacion en que los
componentes a ser separados estan distribuidos entre dos fases, una que es fija (fase
estacionaria) y la otra (fase movil) que se mueve en una direccién definida.

La fase estacionaria es una de las dos fases que forman el sistema cromatografico, ésta
puede ser sélida, un gel o un liquido. Si es un liquido, ésta puede estar distribuida sobre un
solido y éste s6lido, puede o no contribuir al proceso de separacion.

La fase movil es un fluido que se desplaza a través de la fase estacionaria, en una direccion
definida, ésta puede ser un liquido, un gas o un fluido supercritico. [IUPAC, 1993]

Los métodos cromatograficos se clasifican atendiendo a la naturaleza de la fase movil (gas,
liquido o fluidos sUper criticos), de la fase estacionaria (liquido o sdélido), del soporte
utilizado (columna, papel o placa), del mecanismo de separacion (adsorcion, reparto,
intercambio iGnico o permeacion en gel).
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La separacion es debida a que las moléculas de soluto se distribuyen entre la fase
estacionaria y la fase mavil, en funcion de la solubilidad relativa de cada una de ellas. A lo
largo del sistema cromatografico, los solutos se mueven a diferentes velocidades,
dependiendo de su afinidad por la fase estacionaria respecto a la fase movil.

La cromatografia liquida de alta eficiencia, es una técnica de separacion basada en una fase
estacionaria y una fase mavil liquida. Las separaciones se logran por particion, absorcion,
intercambio ionico, éstas dependeran de la fase estacionaria utilizada.

Los compuestos a ser determinados se disuelven en un disolvente apropiado, y las
separaciones se dan, generalmente, a temperatura ambiente. Un Cromatografo liquido est&
constituido por un reservorio, el cual contiene la fase movil, una bomba que ayuda a
desplazar la fase movil a través del sistema a alta presion, un inyector para introducir la
muestra en la fase madvil, una columna cromatografica, un detector y un dispositivo de
recoleccion de datos como una computadora, un integrador o una grabadora (ver figura 7).
[USP, 2013]

Figura 7. Esquema de un cromatografo liquido (HPLC).

El detector es la parte del sistema cromatografico que permite “ver” y ubicar en tiempo y
espacio la posicion de cada componente de una muestra a la salida de la columna
cromatografica. Estos deben tener un amplio rango dindmico de respuesta, poseer una
respuesta lineal, no contribuir al ensanchamiento de banda, responder a todos los solutos,
tener sensibilidad apropiada, no afectarse por cambios de temperatura, poseer una buena
relacién sefial/ruido, no destruir la muestra, tener una constante de tiempo baja.
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Los detectores pueden clasificarse en generales y selectivos, siendo los primeros los que
miden el cambio de alguna propiedad fisica de la fase movil que contiene el analito en
comparacion con la misma fase maévil pura, como por ejemplo los detectores de indice de
refraccion y el de conductividad. Los detectores selectivos son aquellos sensibles a alguna
propiedad del soluto, por ejemplo el detector UV, que producira una sefial proporcional a la
absorbancia del soluto a una longitud de onda definida; de igual forma el detector de
fluorescencia, empleado para la deteccion de solutos con fluorescencia natural o conferida
por reaccion con un reactivo fluorogénico (derivatizacion).

El detector UV es el mas empleado en la HPLC, posee buena sensibilidad y rango lineal,
ademas permite detectar analitos en el orden de los nanogramos. No es destructivo y puede
emplearse con gradientes de solventes, los cuales deben ser transparentes a la longitud de
onda de trabajo. El rango de operacion de un detector UV es de los 190 nm a los 350 nm, y
el UV-Vis desde los 190 a 700 nm generalmente. La concentracion de la muestra responde
a la Ley de Beer.
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Figura 8. Detector de longitud de onda variable

Dentro de la deteccion UV existen dos tipos: de longitud onda fija y de longitud de onda
variable, dentro de éste ultimo se encuentra el detector UV con arreglo de fotodiodos; en
éstos detectores se emplea un sistema dptico invertido, es decir, la celda se ilumina con luz
no monocromada Yy la luz emergente de la celda llega a la red de difraccion y se dispersa
hacia el elemento fotosensible (ver figura 8). En lugar de una fotocelda, se emplea un
conjunto de fotoceldas o fotodiodos montados en un chip de silicio (ver figura 9), de esta
forma, se consigue medir no solo la luz transmitida a una longitud de onda, si no todo el
espectro de absorcion del eluido en tiempo real. [Quattrocchi, 1992]

18



Figura 9. Detector con Arreglo de fotodiodos: 1) LaAmpara de Deuterio, 2) Sistema de
lentes (Optico), 3) Chopper, 4) Celda, 5) red de difraccion y 6) ordenamiento de fotodiodos.

3.12 Validacion del método
La medida de la concentracion de una droga o sus metabolitos en matrices bioldgicas

(como suero, plasma, sangre, orina y saliva) es un aspecto importante en el desarrollo de
productos medicinales y en estudios clinicos. Los resultados pueden ser requeridos para
soportar aplicaciones para nuevas sustancias activas y medicamentos genéricos, asi como
variaciones en los medicamentos autorizados. Los resultados de los estudios toxicocinéticos
en animales y pruebas clinicas, incluyendo los estudios de bioequivalencia son usados para
tomar decisiones criticas que soportan la seguridad y la eficiencia de un medicamento o un
producto. Por esta razon es de suma importancia que los métodos bioanaliticos utilizados
estén bien caracterizados, completamente validados y documentados, de manera
satisfactoria con el fin de obtener resultados confiables.

El objetivo principal en una validacion es demostrar la confiabilidad de un método
particular para la determinacion de un analito en una matriz biol6gica especifica, como
sangre, suero, plasma, orina o saliva. [EMA, 2012]

Segun la ISO (Organizacion Internacional de Normalizacion, por sus siglas en inglés), la
validacién de un método es el proceso de establecer las caracteristicas de desempefio y
limitaciones, la identificacion de las influencias que pueden modificar esas caracteristicas.
La validacion es un requisito importante en la practica del analisis quimico. [Eurachem,
2005]

Los parametros fundamentales para asegurar la aceptabilidad y el desempefio de una
validacién de un método bioanalitico son la exactitud, precision, selectividad, sensibilidad,
reproducibilidad y estabilidad. [Gokani, 2004], [Rabbaa, 2006]
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La comprension sobre la validacion del método se ve limitada por el hecho de que muchos
términos técnicos utilizados en los procesos para evaluar métodos varian en los diferentes
sectores de las mediciones analiticas, tanto en términos de su significado asi como también
en la forma en que son aplicados.

3.121 Selectividad
La selectividad de un método, también conocida como especificidad, determina

exactamente y especificamente el analito en presencia de otros componentes en la matriz de
muestra bajo las condiciones de prueba establecidos.

La interferencia de otros compuestos en la medicion del analito, dependeréa de la efectividad
de la etapa de separacion y de la selectividad/especificidad de la etapa de medicion. La
selectividad y la especificidad son medidas que garantizan la confiabilidad de las
mediciones en presencia de interferencias.

3.12.2 Curva de Calibracion
La relacién entre la respuesta del instrumento y la concentracion del analito se representa

mediante la curva de calibracion, ésta debe ser para cada analito en la muestra, para lo cual,
se prepara en la misma matriz biologica de la muestra de interés.

3.12.3 Exactitud
Describe la cercania de los resultados obtenidos por el método con el valor aceptado como

verdadero. Se puede verificar la exactitud utilizando un material de referencia
determinando la media y la desviacion estandar de una serie de réplicas de una prueba y se
compara contra el valor caracterizado del material de referencia, que idealmente seria un
material de referencia certificado, de matriz natural, muy semejante a las muestras de
interés. La disponibilidad de estos materiales es limitada. Otra forma seria adicionando
cantidades conocidas del analito a la matriz de trabajo y a partir del porcentaje de
recuperacion determinar el valor medio y la desviacion estandar en una serie de réplicas de
una prueba.

3.12.4 Precision
Mide el grado de concordancia entre los resultados de pruebas independientes, obtenidos

bajo condiciones estipuladas.

3.125 Recobro
Se refiere a la eficiencia de la extraccién de un método analitico dentro de los limites de

variabilidad. Se determina, comparando la sefial debida a la concentracion del analito, el
cual se extrae de la matriz biologica y se compara con la sefial de respuesta del analito puro
(estandar).
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Los métodos analiticos no siempre miden todo el analito presente en la muestra. Los
analitos pueden estar presentes en una variedad de formas en las muestras de las cuales no
todas son de interés para el analista. EI método debe entonces disefiarse deliberadamente
para determinar solamente una forma especifica del analito.

3.12.6 Estabilidad de la Muestra
La estabilidad de un principio activo en un fluido bioldgico es en funcion de las

condiciones de almacenamiento, las propiedades quimicas, la matriz y sistema de
contenedor de la muestra. [FDA, 2001]

3.12.7 Proceso de validacion del método
En él estd implicito que los estudios para determinar los pardmetros de desempefio se

realizan usando instrumental analitico dentro de las especificaciones, que se encuentren
funcionando correctamente y que estén calibrados adecuadamente. Asimismo, el quimico
analista que realiza los estudios debe ser técnicamente competente en el campo de trabajo
bajo estudio y debe poseer suficiente conocimiento sobre el trabajo a realizar con el fin de
que sea capaz de tomar decisiones apropiadas a partir de las observaciones hechas mientras
avanza el estudio.

Para que un resultado analitico concuerde con el proposito requerido, debe ser lo
suficientemente confiable para que cualquier decision basada en éste pueda tomarse con
confianza. Asi, el desempefio del método debe validarse y debe estimarse la incertidumbre
del resultado a un nivel de confianza dado. La incertidumbre debera ser evaluada y
establecida de una forma que sea ampliamente reconocida, consistente de forma interna y
facil de interpretar. La mayor parte de la informacién requerida para evaluar la
incertidumbre se puede obtener durante la validacién del método. [Eurachem, 2005]
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Validar un método analitico para la determinacion de cotinina en orina humana por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con deteccion UV-Vis/DAD.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar un método para la extraccion y recuperacion de cotinina adicionada a
una muestra bioldgica de orina humana.

e Evaluar los parametros de validacion de un método analitico para cuantificar
cotinina, utilizando la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con

deteccion UV-Vis/DAD.

e Determinar cotinina en muestras de orina de fumadores.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1 Condiciones Cromatograficas.
La separacion y determinacion de cotinina se realizara en un cromatografo liquido, Accela

High Speed de Thermo Scientific, con deteccion UV-Vis y arreglo de fotodiodos. La
columna que se utilizard para la separacion contendrd una fase estacionaria de
octadecilsiloxano (C18), de 125 mm x 4 mm y un tamafio de particula de 5 micrometros
(LiChroCART , Merck).

La fase movil consistira en una mezcla de bufer dihidrogeno fosfato de sodio (NaH,POj)
0.01M vy acetonitrilo, en proporcion de 85:15 respectivamente, conteniendo ademéas 10 mM
de octanosulfato de sodio. Se utilizara un flujo de 1 mLmin™. La absorcién en el detector se
medira a una longitud de onda de 254 nm. Se inyectaran 50 puL de muestra.

5.2 Extraccion de cotinina.
Se tomard 5 mL de muestra bioldgica y se adicionaran 750 pL de NaOH 1M vy luego 5 mL

de diclorometano. Se agitara y sometera a un bafio de ultrasonido por 15 minutos o mas; el
contenido se trasladara inmediatamente a una centrifuga durante 10 minutos.

Posteriormente se recolectara la fase organica y se evaporara con la ayuda de un sistema de
luz IR (Infrarrojo) hasta sequedad. El residuo se disolvera con 1500 pL de fase mavil.

Se inyectara a partir de la concentracion mas baja hasta la concentracién mas alta en el
cromatografo, filtrando previamente a través de filtro (no mayor a 0.45 um) para jeringa.

5.3 Validacion del Método.
53.1 Selectividad.
Un analista preparard los blancos, estos consistiran en la matriz bioldgica de trabajo

obtenida de seis fuentes diferentes entre hombres y mujeres.

Se mezclaran 5 mL de la muestra 'y 750 pL de NaOH 1M y luego 5 mL de diclorometano,
se agitard y someterd a un bafio de ultrasonido por 15 minutos o mas, el contenido se
trasladara inmediatamente a una centrifuga durante 10 minutos.

Se recolectara la fase organica y se evaporara con ayuda de un sistema de luz IR hasta
sequedad. El residuo se disolvera con 1500 pL de fase mdvil y se inyectara en el
cromatografo, filtrando previamente a través de filtro (no mayor a 0.45 um) para jeringa.
Este no debera presentar ninguna sefial o respuesta en el tiempo de retencién de la cotinina
en el cromatograma.
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5.3.2 Efecto de Arrastre
Se comprobara inyectando un blanco, libre de cotinina, seguido de inyectar un estandar con

la concentracion mas alta en la curva de calibracion. La sefial de recobro no debera ser
mayor en un 20% al limite de cuantificacion.

5.3.3 Exactitud
La exactitud seré evaluada, preparando 3 niveles de concentracién, haciendo un minimo de

5 determinaciones por nivel.

Preparacion de solucién de trabajo para 1000 ngmL™

Se preparara una solucion de cotinina, para lo cual se pesard 10 mg y se disolvera en un
matraz de 10 mL con metanol, obteniéndose una concentracién de 1000 ugmL™. De la
solucidn resultante se tomard 2.5 mL y se llevard hasta un volumen final de 10 mL con
metanol, para una concentracion de 250 pgmL™,

Se tomarén 1.2 mL de la solucién de cotinina a 250 pgmL™ y se llevaran a un volumen de
50 mL con metanol, para una concentracion de 6 pgmL™. Finalmente se tomara de la
solucion resultante, 500 pL y se llevara a un volumen final de 10 mL con la matriz
biolégica de trabajo, se obtendra una concentracion de 300 ngmL™.

Se tomaran 5 mL de la solucién de trabajo de 300 ngmL™ y se adicionaran 750 pL de
NaOH 1M y luego 5 mL de diclorometano. Se agitara y se someterd a un bafio de
ultrasonido por 15 minutos o mas, el contenido se trasladara inmediatamente a una
centrifuga durante 10 minutos.

Cuando las fases se hayan separado, se procedera a recolectar la fase organica y se
evaporara con ayuda de un sistema de luz IR hasta sequedad. El residuo sera redisuelto con
1500 pL de fase mavil.

Preparacion de solucién de trabajo para 2000 ngmL™

Se preparara una solucion de cotinina, para lo cual se pesaran 10 mg y se disolvera en un
matraz de 10 mL con metanol, para una concentracién de 1000 pgmL™. De la solucién
resultante se tomaran 2.5 mL y se llevara hasta un volumen final de 10 mL con metanol,
para una concentracion de 250 pgmL™.

Se tomaran 1.2 mL de la solucién de cotinina a 250 pgmL™ y se llevara a un volumen de 25
mL con metanol, para una concentracién de 12 ugmL™. Finalmente se tomara de la
solucion resultante, 500 pL y se llevara a un volumen final de 10 mL con la matriz
bioldgica de trabajo, se obtendra una concentracion de 600 ngmL™.
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Se tomaran 5 mL de la solucién de trabajo de 600 ngmL™ y se adicionaran 750 pL de
NaOH 1M vy luego 5 mL de diclorometano. Se agitard y se sometera a un bafio de
ultrasonido por 15 minutos o mas, el contenido se trasladard inmediatamente a una
centrifuga durante 10 minutos.

Cuando las fases se hayan separado, se procedera a recolectar la fase organica y se
evaporara con ayuda de un sistema de luz IR hasta sequedad. El residuo sera redisuelto con
1500 pL de fase mavil.

Preparacion de solucién de trabajo para 3000 ngmL™

Se preparard una solucion de cotinina, para lo cual se pesard 10 mg y se disolverd en un
matraz de 10 mL con metanol, obteniéndose una concentracién de 1000 pgmL™. De la
solucidn resultante se tomaran 2.5 mL y se lleva hasta un volumen final de 10 mL con
metanol, para una concentracion de 250 pgmL™.

Se tomaran 1.8 mL de la solucién de cotinina a 250 pgmL™ y se llevara a un volumen de 25
mL con metanol, obteniéndose una concentracion de 18 ugmL™. Finalmente se tomaré de
la solucidn resultante, 500 pL y se llevara a un volumen final de 10 mL con la matriz
bioldgica de trabajo, se obtendré una concentracion de 900 ngmL™.

Se tomaran 5 mL de la solucién de trabajo de 900 ngmL™ y se adicionaran 750 pL de
NaOH 1M y luego 5 mL de diclorometano. Se agitard y se someterd a un bafio de
ultrasonido por 15 minutos o mas, el contenido se trasladard inmediatamente a una
centrifuga durante 10 minutos. Se dejara separar las fases.

Cuando las fases se hayan separado, se procederd a recolectar la fase organica y se
evaporara con ayuda de un sistema de luz IR hasta sequedad. El residuo seréa redisuelto con
1500 pL de fase mavil.

Se inyectara en el cromatografo filtrando previamente a través de filtro (no mayor a 0.45
pum) para jeringa, partiendo de la soluciébn menos concentrada hasta la de mayor
concentracion. El valor medio no debera ser mayor al 15% de diferencia al valor verdadero.

534 Precision
La precision sera evaluada, preparando 3 niveles de concentracion, haciendo un minimo de

5 determinaciones por nivel de concentracion.

Preparacion de solucién de trabajo para 1000 ngmL™
Se preparard una solucion de cotinina, para lo cual se pesaral0 mg y se disolvera en un
matraz de 10 mL con metanol, obteniéndose una concentracién de 1000 pgmL™. De la
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solucion resultante se tomara 2.5 mL y se llevard hasta un volumen final de 10 mL con
metanol, para una concentracion de 250 pgmL™,

Se tomaran 1.2 mL de la solucién de cotinina a 250 pgmL™ y se llevaran a un volumen de
50 mL con metanol, para una concentracién de 6 pgmL™. Finalmente se tomara de la
solucién resultante, 500 pL y se llevard a un volumen final de 10 mL con la matriz
bioldgica de trabajo, se obtendra una concentracion de 300 ngmL™.

Se tomaran 5 mL de la solucién de trabajo de 300 ngmL™ vy se adicionaran 750 pL de
NaOH 1M vy luego 5 mL de diclorometano. Se agitara y se sometera a un bafio de
ultrasonido por 15 minutos o mas, el contenido se trasladard inmediatamente a una
centrifuga durante 10 minutos. Se dejara separar las fases.

Cuando las fases se hayan separado, se procedera a recolectar la fase organica y se
evaporara con ayuda de un sistema de luz IR hasta sequedad. El residuo sera redisuelto con
1500 pL de fase mavil.

Preparacion de solucién de trabajo para 2000 ngmL™

Se preparara una solucion de cotinina, para lo cual se pesaran 10 mg y se disolvera en un
matraz de 10 mL con metanol, para una concentracion de 1000 pgmL™. De la solucién
resultante se tomaran 2.5 mL y se llevarad hasta un volumen final de 10 mL con metanol,
para una concentracion de 250 pgmL™.

Se tomaran 1.2 mL de la solucién de cotinina a 250 pgmL™ y se llevara a un volumen de 25
mL con metanol, para una concentracién de 12 pgmL™. Finalmente se tomara de la
solucién resultante, 500 pL y se llevard a un volumen final de 10 mL con la matriz
bioldgica de trabajo, se obtendra una concentracion de 600 ngmL™.

Se tomaran 5 mL de la solucién de trabajo de 600 ngmL™ y se adicionaran 750 pL de
NaOH 1M vy luego 5 mL de diclorometano. Se agitara y se sometera a un bafio de
ultrasonido por 15 minutos o mas, el contenido se trasladard inmediatamente a una
centrifuga durante 10 minutos. Se dejara separar las fases.

Cuando las fases se hayan separado, se procederd a recolectar la fase organica y se
evaporara con ayuda de un sistema de luz IR hasta sequedad. El residuo sera redisuelto con
1500 pL de fase mavil.

Preparacion de solucién de trabajo para 3000 ngmL™

Se preparara una solucion de cotinina, para lo cual se pesara 10 mg y se disolvera en un
matraz de 10 mL con metanol, obteniéndose una concentracién de 1000 pgmL™. De la
solucion resultante se tomaran 2.5 mL y se lleva hasta un volumen final de 10 mL con
metanol, para una concentracion de 250 pgmL™,
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Se tomaréan 1.8 mL de la solucién de cotinina a 250 pgmL™ y se llevara a un volumen de 25
mL con metanol, obteniéndose una concentracion de 18 pgmL™. Finalmente se tomaré de
la solucion resultante, 500 pL y se llevard a un volumen final de 10 mL con la matriz
bioldgica de trabajo, se obtendra una concentracion de 900 ngmL™.

Se tomaran 5 mL de la solucién de trabajo de 900 ngmL™ y se adicionaran 750 pL de
NaOH 1M vy luego 5 mL de diclorometano. Se agitara y se sometera a un bafio de
ultrasonido por 15 minutos o mas, el contenido se trasladard inmediatamente a una
centrifuga durante 10 minutos. Se dejara separar las fases.

Cuando las fases se hayan separado, se procederd a recolectar la fase orgénica y se
evaporara con ayuda de un sistema de luz IR hasta sequedad. El residuo sera redisuelto con
1500 pL de fase mavil.

Se inyectara en el cromatdgrafo, filtrando previamente a través de filtro (no mayor a 0.45
pum) para jeringa, partiendo de la soluciébn menos concentrada hasta la de mayor
concentracion. El coeficiente de variacion, en cada nivel de concentracion, no debera ser
mayor al 15%. El procedimiento se llevara a cabo por dos analistas.

535 Limite de Cuantificacion
Preparacion de solucién de trabajo a 100 ngmL™

Se preparard una solucion de cotinina, para lo cual se pesard 10 mg y se disolverd en un
matraz de 10 mL con metanol, obteniéndose una concentracién de 1000 pgmL™. De la
solucidn resultante se tomard 2.5 mL y se llevard hasta un volumen final de 10 mL con
metanol, para una concentracion de 250 pgmL™.

Se tomaréan 1.2 mL de la solucién de cotinina a 250 pgmL™ y se llevaran a un volumen de
25 mL con metanol, obteniéndose una concentracién de 12 pgmL™. De ésta solucion se
tomard una alicuota de 1.25 mL y se llevard a un volumen de 25 mL con metanol,
obteniéndose una concentracién de 0.6 pgmL™. Finalmente, se tomara de la solucién
resultante, 1.6 pL y se diluird a un volumen final de 10 mL con la matriz bioldgica de
trabajo. Se obtendré una concentracion de 100 ngmL™.

Extraccion de la cotinina de la matriz bioldgica

Se tomaran 5 mL de la solucién de trabajo de 100 ngmL™ y se adicionaran 750 pL de
NaOH 1M vy luego 5 mL de diclorometano. Se agitara y se sometera a un bafio de
ultrasonido por 15 minutos o mas, el contenido se trasladard inmediatamente a una
centrifuga durante 10 minutos, se dejara separar las fases.
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Cuando las fases se hayan separado, se procedera a recolectar la fase organica y se
evaporara con ayuda de un sistema de luz IR hasta sequedad. El residuo seré redisuelto con
1500 pL de fase movil. Se inyectard en el cromatografo filtrando previamente a través de
filtro (no mayor a 0.45 um) para jeringa.

El coeficiente de variacion (precision) no debera ser mayor al 20% y un recobro (exactitud)
entre el 80 y 120% es aceptado.

5.3.6 Curva de Calibracion
Se preparard una curva de calibracion, diluyendo con muestra bioldgica. Para la curva se

preparara por triplicado ocho niveles de concentracion (100.0, 300.0, 1000.0, 2000.0,
2500.0, 3000.0, 4000.0, 6000.0 y 8000.0 ngmL™); a partir de 9 soluciones madre de 1000
ugmL™ en metanol, preparadas pesando para cada una, 10 mg de cotinina y se disolveran
en los matraces respectivos de 10 mL con metanol, obteniéndose una concentracion de
1000 pgmL™y de estas soluciones se tomaran 2.5 mL y se diluiran hasta un volumen final
de 10 mL con metanol, para una concentracion de 250 pgmL™.

A partir de las soluciones de 250 pgmL™ se prepararén tres soluciones a una concentracion
de 12 ugmL™, tomando voltmenes individuales de 1.2 mL y diluyendo con metanol hasta
25 mL. De las cinco soluciones de 250 pgmL™ restantes, se tomaran por separado,
volimenes de 1.2 mL, 1.5 mL, 1.8 mL, 2.4 mL, 3.6 mL y 4.8 mL y diluyendo la primera
en un matraz de 50 mL y las siguientes en matraces de 25 mL con metanol, las
concentraciones seran de 6, 12, 15, 18, 24, 36 y 48 ygmL™.

Posteriormente se prepararan soluciones de 0.6 ugmL™, para lo cual se tomaran 1.2 mL de
las primeras dos soluciones de 12 pgmL™ y se diluira a un volumen de 25 mL con metanol.
La otra solucion de 1.8 ugmL™ se preparara, tomando 1.5 mL de la tercera solucién de 12
ngmL™ y finalmente se diluira a 10 mL con metanol.

Se obtendran entonces, soluciones de 0.6, 1.8, 6.0, 12.0, 15.0, 18.0, 24.0, 36.0 v 48.0
ugmL™.

De cada una de las soluciones anteriores, se tomaran volumenes de 5 mL y se llevaran a
volimenes de 10 mL en matraces volumétricos, con muestra bioldgica libre de cotinina; se
obtendran soluciones de 30, 90, 300.0, 600.0, 750.0, 900.0, 1200.0, 1800.0 y 2400.0
ngmL™.

Extraccion de la cotinina de la matriz bioldgica
Se tomaran 5 mL de la solucién de cada trabajo y se adicionaran 750 puL de NaOH 1My
luego 5 mL de diclorometano. Se agitard y se sometera a un bafio de ultrasonido por no
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menos de 15 minutos, el contenido se trasladara inmediatamente a una centrifuga durante
10 minutos. Se dejara separar las fases.

Cuando las fases se hayan separado, se procedera a recolectar la fase organica y se
evaporara con ayuda de un sistema de luz IR hasta sequedad. El residuo sera redisuelto con
1500 pL de fase mavil, se obtendran soluciones de 100.0, 300.0, 1000.0, 2000.0, 2500.0,
3000.0, 4000.0, 6000.0 y 8000 ngmL™,

Se inyectara en el cromatdgrafo, filtrando previamente a través de filtro (de poro no mayor
a 0.45 mp) para jeringa, partiendo de la solucién menos concentrada hasta la de mayor
concentracion.

5.3.7 Recobro
Este serd determinado, comparando la sefial debida a la concentracién del analito extraido

de la matriz bioldgica, en comparacion con la respuesta del analito puro. El porcentaje de
recobro no necesariamente sera el 100%, pero deberd ser preciso, consistente y
reproducible.

5.3.8 Estabilidad de la muestra
La estabilidad del analito se evaluarad durante la recoleccion y manipulacion de la muestra,

a largo y corto plazo. Para las determinaciones, se utilizard una serie de muestras a partir de
una solucion madre, de preparacion reciente, del analito en la matriz bioldgica libre de
cotinina, éstas seran preparadas y extraidas hasta obtener dos soluciones de trabajo: 1000
ngmL™y 3000 ngmL™.

Estabilidad al congelar y descongelar

La estabilidad serd determinada después de tres ciclos de congelacion y descongelacion. Al
menos tres alicuotas a cada una de las concentraciones (1000 y 3000 ngmL™) seran
almacenadas a cero grados centigrados (0 °C) durante 24 horas y se descongelaran a
temperatura ambiente. Cuando se encuentren completamente descongeladas, las muestras
se volveran a congelar durante 12 a 24 horas en las mismas condiciones. El ciclo de
congelacidén-descongelacidn se repetira dos veces mas y seran analizadas en el tercer ciclo.

Si un analito es inestable a la temperatura de almacenamiento deseada, la prueba de
estabilidad se debera realizar congelando la muestra a -70 °C durante los tres ciclos de
congelacién y descongelacion.

Estabilidad de temperatura a corto plazo

Tres alicuotas de cada una de las concentraciones de 1000 y 3000 ngmL™ seran
descongeladas a temperatura ambiente y se mantendran a esta temperatura entre 4 a 24
horas y luego se analizaran.
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Estabilidad a largo plazo

El tiempo de almacenamiento en la evaluacion de la estabilidad a largo plazo debera
exceder el tiempo transcurrido entre la fecha de la primera recoleccion de muestras y la
fecha del ultimo andlisis de la muestra. La estabilidad a largo plazo serd determinada
comparando la sefial de tres alicuotas de cada una de las concentraciones de 1000 ngmL™y
3000 ngmL™, en las mismas condiciones que las muestras de estudio. EI volumen de las
muestras deberd ser suficiente para el analisis en tres ocasiones distintas. Las
concentraciones de todas las muestras sometidas a la prueba de estabilidad deberan ser
comparadas con la media de los valores calculados con los estandares en las
concentraciones adecuadas desde el primer dia de las pruebas de estabilidad a largo plazo.

Estabilidad de las soluciones de trabajo

La estabilidad de las soluciones de trabajo y del estandar, seran evaluadas a temperatura
ambiente luego de seis horas, tiempo después del cual se comparara la condicion de
estabilidad de ambas disoluciones.

Estabilidad post-preparativa

Se determinara la estabilidad de las muestras procesadas, incluyendo el tiempo de
residencia en el muestreador automatico. La estabilidad de la muestra y el estandar sera
evaluada sobre el tiempo de funcionamiento previsto (tiempo que dura el analisis).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Materiales, reactivos y equipo de laboratorio

Materiales:

e Matraces de vidrio de 10 mL
Matraces de vidrio de 25 mL
Matraces de vidrio de 50 mL
Matraces de vidrio de 100 mL
Embudos
Pipetas Pasteur
Puntas para micropipeta de 1000 pL
Puntas para micropipeta de 5000 pL
Beakers de 50 mL
Beakers de 100 mL
Beakers de 1000 mL
Probeta de 1000 mL
Magneto agitador
Tubos de ensayo
Viales de vidrio con rosca, de 1.8 mL
Jeringas de 10 mL
Filtros de nylon para jeringa, con poro de 0.22 pm
Microespatula
Rendija para tubos de ensayo

Reactivos:
e Acetonitrilo calidad HPLC, Mallinckrodt - Baker

e Metanol calidad HPLC, Mallinckrodt — Baker

e Agua desmineralizada

e Agua calidad HPLC

e Trietilamina AR, Merck

e Acido Fosférico 85% AR, Merck

e Diclorometano AR, , Mallinckrodt — Baker

e Hidroxido de Sodio AR, , Mallinckrodt — Baker

e Fosfato de potasio monobasico, , Mallinckrodt — Baker
Equipo:

e Cromatografo Liquido Ultra-Rapido, UHPLC, Accela High Speed, Thermo

Scientific

e Conductivimetro, Mettler-Toledo

e pH Meter, Mettler-Toledo

e Ultrasonido, Ney

e Centrifuga,

e Balanza Analitica, Mettler-Toledo



e Balanza Semi analitica, Mettler-Toledo

e Hot Plate con placa agitadora, Thermo Scientific
e Camara extractora de gases

e Lampara IR

e Micropipeta de 5000 pL, Brand

e Micropipeta de 1000 pL, Brand

6.2 Muestra

Las muestras bioldgicas utilizadas en la validacién del método se obtuvieron a partir de 6
voluntarios sanos, no fumadores y que no frecuentan ambientes con humo de cigarrillo.

Los voluntarios fueron 3 hombres y 3 mujeres con edades entre los 19 y 49 afos, quienes
manifestaron no estar bajo ningun tratamiento meédico o consumiendo medicamentos.
Como parte del experimento, se solicit6 a los voluntarios tomar al menos dos litros de agua
un dia anterior a la toma de la muestra, con la finalidad de provocar diuresis y poder
recolectar facilmente la muestra de orina en las primeras horas del dia.

Para la determinacion de cotinina en fumadores (activos y pasivos), los participantes debian
de mantener su rutina con el cigarrillo, ademés se selecciond una persona con héabitos de
fumar diariamente (fumador activo) y una persona, del mismo ndcleo familiar que no
fumara, pero que ésta permaneciera cercana al ambiente de fumadores y al humo de tabaco
de forma rutinaria (fumador pasivo). Ambos voluntarios eran sanos y no consumian
medicamentos, antes y durante el experimento (ver tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas generales de los voluntarios.

e Peso No Fumador Fumador
Sexo Identificacion Edad (Ib) fumador Activo Pasivo

Femenino VST 28 afos 135 4

Masculino RAS 19 afos 130 4

Masculino HDS 28 afos 135 4

Femenino DMT 43 afios 126 4

Femenino FMS 49 afos 136 4

Masculino LAU 24 afos 118 4

Masculino LGN 27 afos 152 v
Masculino EJN 33 afios 240 v

Las muestras fueron recolectadas en las primeras horas de la mafiana.

6.3 Optimizacion de las condiciones cromatograficas
Se prepararon una serie de soluciones las cuales serian utilizadas como fase movil y
diluyentes para la determinacion y separacién de la cotinina por HPLC.
Condicion 1:




La fase movil utilizada fue una solucién buffer formada por una mezcla entre NaH,PO,
*H,0 0.01M y Acetonitrilo, en las proporciones 425:75, conteniendo ademés 2.16 mg de
Octanosulfonato de Sodio por cada mililitro, utilizdndose como diluyente final la misma
fase movil.
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Figura 10. Condicién 1
Condicion 2:
Se prepard un buffer a partir una solucién que contenia 136.0 mg g de KH,PO,4 y 100.0 mg
de Octanosulfonato de sodio disuelto en 410 mL de agua y mezclandola con 90 mL de

metanol.

Figura 11. Condicion 2



Condicion 3:
Se prepar6 una solucién buffer mezclando 80 volumenes fosfato de potasio monobasico a
0.01M, ajustado a pH 6.8 con NaOH 1N y 20 volimenes de Acetonitrilo.
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Figura 12. Condicion 3
Condicion 4:
Se prepar6 una solucidn que contenia 23 volumenes de Acetonitrilo con 77 volimenes de
Trietilamina al 0.1% en agua, ajustando el pH de la mezcla con H3PO, al 85% hasta un
valor de 8.7 + 0.05, la cual fue utilizada como fase movil; y se utiliz6 como diluyente una
mezcla de 90 volumenes de fosfato de potasio monobaésico al 0.01M, ajustado a pH 6.8 con
NaOH 1N, con 10 volimenes de Acetonitrilo.
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Figura 13. Condicion 4
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Como nos podemos dar cuenta las dos primeras condiciones presentan sefiales muy débiles
0 no presentan sefial en los tiempos en los que se espera que aparezca la cotinina. La tercer
condicion presenta la sefial debida a la cotinina, pero esta es poco definida. Se decidié
utilizar la condicion nimero 4, la cual presenta la sefial de la cotinina muy definida a un
tiempo de retencion entre los 4 y los 4.5 minutos.

6.4 Validacion del método analitico
6.4.1 Selectividad

A partir de seis fuentes diferentes, entre hombres y mujeres con un rango de edad de los 19
a 49 afios, se prepard de manera independiente, un blanco con la matriz de trabajo, para lo
cual se tomaron 5 mL de cada matriz y se agregd a cada una de ellas 750 pL de NaOH 1M
y se agitaron, luego se agreg6 a cada una 5 mL de diclorometano, se agit6 y se sometio al
ultrasonido por un intervalo de 15 minutos, evitando el calentamiento. Luego de haber sido
sonificadas, se trasladaron a tubos de ensayo para ser centrifugadas a 3000 rpm durante 10
minutos para separar las fases.

La fase acuosa fue descartada y la fase organica se evapor0 hasta sequedad con ayuda de
radiacion infrarroja emitida por una ldmpara IR de 250W. El Residuo se disolvio con 1500
uL de diluyente y se filtré a través de un filtro para jeringa de 0.22 pum de nylon, y se
traslado a un vial de 1.8 mL para ser inyectada en el cromatografo.
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Figura 14 Cromatogramas correspondientes a la prueba de Selectividad.
A: muestra del voluntario VST, B: muestra del voluntario RAS, C: muestra del voluntario

HDS, D muestra del voluntario DMT, E: muestra del voluntario FMS y F: muestra
del voluntario LAU.

Figura 15. Vista general del Detector de Arreglo de Foto Diodos (PDA)
A: vista aérea del espectro UV-Vis vs Tiempo; B: espectro ultra violeta correspondiente al
pico cromatografico de interés (cotinina); C: Cromatograma correspondiente a la sefial de
la cotinina; D: Grafico tridimensional el cual combina A, By C.

El Criterio para selectividad indica que “No debe haber sefial debida al analito o debe ser
menor al 20%” esto quiere decir que en el tiempo de retencion de la cotinina entre 4 y 4.5
minutos no debe haber ninguna sefial.
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Al observar cada uno de los cromatogramas en el rango de los 4 a 4.5 minutos ninguno de
ellos presenta sefial debida a la cotinina, esto nos indica que el método es selectivo para el
analito cotinina, las demés sefiales que se encuentran en los cromatogramas son debidas a
todas aquellas sustancias que desecha el cuerpo mediante la orina.

6.4.2 Efecto de Arrastre
Seguido de inyectar la concentracion mas alta de la curva de calibracion, se inyectd un
blanco libre de cotinina.

"
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Figura 16. Cromatograma correspondiente a prueba de Efecto Arrastre.

Este parametro es Util para verificar que no exista ningun residuo en el inyector que genere
una suma de sefiales que afecten la lectura de las mismas. El criterio de la FDA para este
parametro establece que “La sefial obtenida no deberd ser mayor al 20% del limite de
cuantificacion”. Al observar la figura 15 entre los minutos 4 y 4.5 no se observa sefial
debida a cotinina, lo cual indica que el parametro es superado.

6.4.3 Exactitud
Se prepararon tres niveles de concentracién a 1000, 2000 y 3000 ngmL™ utilizando la
matriz bioldgica.

Solucién de trabajo a 1000 ngmL™

Se prepar6 una solucion madre de cotinina en metanol con una concentracion de 1000
ugmL™; a partir de ésta y haciendo las diluciones necesarias, se obtuvo una concentracion
de 6 ugmL™ en metanol; se tomaron 500 pL de la solucién resultante y se diluyé a un
volumen final de 10 mL con la matriz bioldgica, obteniéndose una concentracion de 300
ngmL™.
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Se tomaron 5 mL de la solucion, se adiciono 750 pL de NaOH 1M y se mezclo,
seguidamente se agregaron 5 mL de diclorometano, se agitd y se sometié a un bafio
ultrasénico por un intervalo de 15 minutos, evitando el calentamiento. Luego de haber sido
sonificada, la solucion se traslado a un tubo de ensayo para ser centrifugada a 3000 rpm
durante 10 minutos para separar las fases.

La fase acuosa fue descartada y la fase organica se evaporé hasta sequedad con ayuda de la
radiacion infrarroja emitida por una ldmpara IR de 250W. El Residuo se disolvio con 1500
puL de diluyente y se filtrd a traves de un filtro para jeringa de 0.22 um de nylon, y se
traslado a un vial de 1.8 mL para ser inyectado en el cromatografo.

Tabla 4a. Resultados para el nivel de concentracién 1000 ngmL™

Concentracion | 4 - | promedio| s |RsD | “"®™ | o5 RECUP | Media (%) | S (%) | RSD (%)
(ngmL™) Real
1000 | 64749 | 63392.80 | 119559 | 1.89 | 919.19 | 91.92 89.99 | 1.70 | 189
1000 | 63842 90632 | 9063
1000 |62012 880.34 | 88.03
1000 | 62264 88392 | 88.39
1000 | 64097 909.94 | 90.99
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Figura 17. Cromatograma correspondiente al parametro de Exactitud a 1000 ngmL™

Solucién de trabajo a 2000 ngmL™

Se prepar6 una solucion madre de cotinina en metanol con una concentracion de 1000
pgmL™. A partir de la solucion anterior, haciendo las diluciones necesarias se obtuvo una
concentracién de 12 ugmL™ en metanol; se tomaron entonces 500 pL de la solucién
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resultante y se diluyeron a un volumen final de 10 mL con la matriz biologica,
obteniéndose una concentracion de 600 ngmL™.

Se tomaron 5 mL de la solucién, se adiciond 750 yL de NaOH 1M y se mezclo,
seguidamente se agregaron 5 mL de diclorometano, se agitd y se sometié a un bafio
ultrasénico por 15 minutos, evitando el calentamiento. Luego de haber sido sonificada, la
solucion se trasladé a un tubo de ensayo para ser centrifugada a 3000 rpm durante 10
minutos, para separar las fases.

La fase acuosa fue descartada y la fase organica se evaporé hasta sequedad con ayuda de la
radiacion infrarroja emitida por una ldmpara IR de 250W. El Residuo se disolvié con 1500
pL de diluyente y se filtré a través de un filtro para jeringa de 0.22 um de nylon, y se
trasladd a un vial de 1.8 mL para ser inyectado en el cromatografo.

Tabla 4b. Resultados para el nivel de concentracién 2000 ngmL™

Co?lf;r:{f‘f)'o” Area| PYOMedio| S| RSD Coggsrt' % RECUP | Media (%) | S (%) | RSD (%)
2000 122878 | 123581.20 | 3458.64 | 2.80 | 174441 | 87.22 87.72 | 245 | 280
2000 127135 180484 | 90.24
2000 118210 1678.14 | 8391
2000 126003 1788.77 | 89.44
2000 123680 175579 | 87.79
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Figura 18. Cromatograma correspondiente al parametro de Exactitud a 2000 ngmL™

Solucién de trabajo a 3000 ngmL™

Se prepar6 una solucion madre de cotinina en metanol con una concentracion de 1000
ugmL™; a partir de ésta solucioén, haciendo las diluciones necesarias se obtuvo una
concentracion de 18 pgmL™ en metanol; se tomaron entonces 500 pL de la solucién
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resultante y se diluyeron a un volumen final de 10 mL con la matriz biologica,
obteniéndose una concentracion de 900 ngmL™.

Se tomaron 5 mL de la solucién, se adiciond 750 uL de NaOH 1M y se mezclo,
seguidamente se agregaron 5 mL de diclorometano, se agitd y se sometié a un bafio
ultrasénico por un intervalo de 15 minutos, evitando el calentamiento. Luego de haber sido
sonificada, la solucion se trasladd a un tubo de ensayo para ser centrifugada a 3000 rpm
durante 10 minutos para separar las fases.

La fase acuosa fue descartada y la fase organica se evaporé hasta sequedad con ayuda de la
radiacion infrarroja emitida por una ldmpara IR de 250W. EI Residuo se disolvié con 1500
pL de diluyente y se filtré a través de un filtro para jeringa de 0.22 um de nylon, y se
traslado a un vial de 1.8 mL para ser inyectado en el cromatografo.

Tabla 4c. Resultados para el nivel de concentracién 3000 ngmL™

Concentracion | Promedio| S |RSD |Concent. Real | % RECUP | Media (%) | S (%) | RSD (%)
(ngmL™) Area
3000 109173 | 198474.80 |933.23| 0.47 | 282751 94.25 9392 | 044 | 047
3000 108615 2819.59 93.99
3000 197393 2802.24 93.41
3000 199539 2832.71 94.42
3000 197654 2805.95 9353
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Figura 19. Cromatograma correspondiente al parametro de Exactitud a 3000ngmL™

Con la exactitud verificamos que los resultados obtenidos se encuentren cercanos al valor
aceptado como verdadero, para este parametro la FDA indica que: “El valor medio debe
estar dentro del 15% del valor real, excepto en el limite de cuantificacion (LDC) donde no
debe diferir en mas de un 20%.”
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El valor promedio obtenido experimentalmente para cada uno de los niveles de
concentracion se encuentran dentro de los limites (£ 15%) respecto al valor tomado como
verdadero, obteniéndose una desviacion méxima de 12.28% y una minima de 6.08% con
respecto a la media, en base a estos resultados el método es exacto.

6.4.4 Precision
A partir de tres niveles de concentracion se determina la precision del método, utilizando
como variable los analistas y el tiempo:

Solucién de trabajo a 1000 ngmL™

Se prepar6 una solucion madre de cotinina en metanol con una concentracion de 1000
ugmL™; a partir de ésta solucién, haciendo las diluciones necesarias se obtuvo una
concentracion de 6 pugmL™ en metanol; se tomaron entonces 500 pL de la solucién
resultante y se diluyeron a un volumen final de 10 mL con la matriz bioldgica,
obteniéndose una concentracion de 300 ngmL™.

Se tomaron 5 mL de la solucidn, se adicionaron 750 puL de NaOH 1M y se mezclo,
seguidamente se agregaron 5 mL de diclorometano, se agitd y se sometié a un bafio
ultrasonico por un intervalo de 15 minutos, evitando el calentamiento. Luego de haber sido
sonificada, la solucion se traslado a un tubo de ensayo para ser centrifugada a 3000 rpm
durante 10 minutos para separar las fases. La fase acuosa fue descartada y la fase organica
se evapord hasta sequedad con ayuda de la radiacion infrarroja emitida por una lampara IR
de 250W. EIl Residuo se disolvié con 1500 uL de diluyente y se filtro a través de un filtro
para jeringa de 0.22 um de nylon, y se traslad6 a un vial de 1.8 mL para ser inyectado en el
cromatografo.

Tabla 5a. Resultados para el nivel de concentracién 1000 ngmL™

Co(nlfgegltli??)lén Area | Promedio S RSD | Concentr Real | % RECUP | Media (%) | S (%) | RSD (%)

1000 64749 | 63392.80 | 119559 | 1.89 919.19 91.92 89.99 | 170 | 1.89
= 1000 63842 906.32 90.63
z 1000 62012 880.34 88.03
5 1000 62264 883.92 88.39
1000 64097 909.94 90.99

1000 60494 | 60040.00 ‘ 1015.99 ‘ 1.69 869.30 86.93 86.28 ‘ 1.46 ‘ 1.69
> 1000 60279 866.21 86.62
z 1000 58245 836.99 83.70
5 1000 60456 868.76 86.88
1000 60726 872.64 87.26
Media GLOBAL | 88.14
S (GLOBAL) 2.46
RSD (GLOBAL) | 2.79
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Solucién de trabajo a 2000 ngmL™

Se prepar6 una solucion madre de cotinina en metanol con una concentracién de 1000
ugmL™; a partir de ésta solucion, haciendo las diluciones necesarias se obtuvo una
concentracién de 12 pgmL™ en metanol; se tomaron entonces 500 pL de la solucién
resultante y se diluyeron a un volumen final de 10 mL con la matriz bioldgica,
obteniéndose una concentracién de 600 ngmL™.

Se tomaron 5 mL de la solucion, se adicionaron 750 pL de NaOH 1M y se mezclo,
seguidamente se agregaron 5 mL de diclorometano, se agitd y se sometid a un bafio
ultrasénico por un intervalo de 15 minutos, evitando el calentamiento. Luego de haber sido
sonificada, la solucion se traslado a un tubo de ensayo para ser centrifugada a 3000 rpm
durante 10 minutos para separar las fases.

La fase acuosa fue descartada y la fase organica se evapor6 hasta sequedad con ayuda de la
radiacion infrarroja emitida por una ldmpara IR de 250W. El Residuo se disolvio con 1500
uL de diluyente y se filtrd a través de un filtro para jeringa de 0.22 um de nylon, y se
traslad6 a un vial de 1.8 mL para ser inyectado en el cromatdgrafo.

Tabla 5b. Resultados para el nivel de concentracién 2000 ngmL™

COF;;;ET;()“ Area | Promedio S RSD | Concentr Real | % RECUP | Media (%) | S (%) | RSD (%)
2000 122878 | 123581.20 | 3458.64 | 2.80 1744.41 87.22 87.72 2.45 2.80
i 2000 127135 1804.84 90.24
% 2000 118210 1678.14 83.91
s
< 2000 126003 1788.77 89.44
2000 123680 1755.79 87.79
2000 122103 119960.80‘1553.05‘ 1.29 1754.63 87.73 86.19 ‘ 1.12 ‘ 1.29
N 2000 121076 1739.87 86.99
% 2000 118907 1708.70 85.44
s
< 2000 119231 1713.36 85.67
2000 118487 1702.67 85.13
Media GLOBAL | 86.96
S (GLOBAL) 1.97
RSD (GLOBAL) |  2.27
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Figura 23. Cromatograma correspondiente al parametro de Precision a 2000ngmL*por
Analista 2

Solucién de trabajo a 3000 ngmL™

Se prepar6 una solucion madre de cotinina en metanol con una concentracion de 1000
pugmL™; a partir de ésta solucién, haciendo las diluciones necesarias se obtuvo una
concentracién de 18 ugmL™ en metanol; se tomaron entonces 500 pL de la solucién

44



resultante y se diluyeron a un volumen final de 10 mL con la matriz bioldgica,
obteniéndose una concentracion de 900 ngmL™.

Se tomaron 5 mL de la solucidn, se adicionaron 750 puL de NaOH 1M y se mezclo,
seguidamente se agregaron 5 mL de diclorometano, se agitd y se sometié a un bafio
ultrasonico por un intervalo de 15 minutos, evitando el calentamiento. Luego de haber sido
sonificada, la solucion se trasladdé a un tubo de ensayo para ser centrifugada a 3000 rpm
durante 10 minutos para separar las fases.

La fase acuosa fue descartada y la fase organica se evaporo hasta sequedad con ayuda de la

radiacion infrarroja emitida por una l&mpara IR de 100W. El Residuo se disolvié con 1500
uL de diluyente y se filtré a través de un filtro para jeringa de 0.22 um de nylon, y se
trasladd a un vial de 1.8 mL para ser inyectado en el cromatografo.

Tabla 5c. Resultados para el nivel de concentracién 3000 ngmL™

Cor;cge;lt??m’)n Area | Promedio S RSD | Concentr Real | % RECUP | Media (%) | S (%) | RSD (%)
3000 199173 | 198474.80 | 933.23 | 0.47 2827.51 94.25 9392 | 044 | 047
= 3000 198615 2819.59 93.99
2 3000 197393 2802.24 93.41
< 3000 199539 2832.71 94.42
3000 197654 2805.95 9353
3000 194290 196758.60‘3281.85‘ 1.67 2791.97 93.07 94.25 ‘ 1.57 ‘ 1.67
> 3000 195393 2807.82 93.59
2 3000 196019 2816.81 93.89
=
< 3000 202518 2910.20 97.01
3000 195573 2810.40 93.68
Media GLOBAL | 94.08
S (GLOBAL) 1.10
RSD (GLOBAL) |  1.17
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A partir del Coeficiente de Variacion, se establece la homogeneidad de las medidas, y en
consecuencia el grado de concordancia entre los resultados en las condiciones
experimentales previamente establecidas para cada analista y en cada uno de los niveles de
concentracion, para verificar este pardmetro se establece que: “para la precision en cada
nivel de concentracion, el CV (RSD) no debera de exceder del 15% a excepcion en el LDC,
en donde el CV no sera mayor al 20%

Los resultados experimentales indican que el coeficiente de variacion maximo obtenido de
forma independiente por los analistas fue de 2.80% Yy entre analistas 2.79%, lo cual indica
que no excede el 15% establecido para este parametro. EI método es preciso.

6.4.5 Recobro
Se determind, comparando la sefial debida a la concentracion del analito, el cual fue

extraido de la matriz biologica y comparando esta con la sefial de respuesta del analito puro
(estandar).

Se prepard una serie de soluciones estandar a concentraciones conocidas, con los resultados
obtenidos se determind la linealidad del sistema y se establecio el grado de concordancia
entre los resultados obtenidos a partir de la regresion. Con la ecuacion de la linea recta se
determind el recobro en las muestras bioldgicas preparadas a concentraciones conocidas.

Tabla 6a. Curva de calibracion con estandar.

Co’fge;tli"’_‘f"on Area | Promedio| S |RSD COSZZ?”' % RECUP | Media (%) | S (%) | RSD (%)
100 9797 | 9489.20 | 859.70 | 9.06 97.20 97.20 9414 | 853 | 9.06
100 9542 94.67 94.67
100 10514 104.31 104.31
100 9448 93.74 93.74
100 8145 80.81 80.81
300 25478 | 26037.40 | 1682.85 | 6.46 252.77 8426 | 8611 |557| 6.46
300 27257 270.42 90.14
300 26844 266.32 88.77
300 23329 231.45 77.15
300 27279 270.64 90.21
1000 91979 | 91168.80 | 1957.98] 2.15 912.54 91.25 90045 |194| 215
1000 92045 913.20 91.32
1000 91507 907.86 90.79
1000 92580 918.50 91.85
1000 87733 870.42 87.04
2000 183074 | 184495.80 [ 3974.40 | 2.15 1816.31 90.82 0152 | 197 | 215
2000 185463 1840.01 92.00
2000 178800 1773.91 88.70
2000 185465 1840.03 92.00




2000 | 189677 1881.82 94.09
2500 | 229244 | 229454.40 |2962.83|1.20 |  2274.37 9097 | 9106 |118| 129
2500  |227225 2254.34 90.17
2500  [226931 2251.43 90.06
2500 220547 2277.38 91.10
2500  [234325 2324.78 92.99
3000  |282030|277873.80|2415.63| 0.87 |  2798.07 9327 | 9189 |080| 087
3000  |275955 2737.80 91.26
3000 | 277052 2748.69 91.62
3000  |277761 2755.72 91.86
3000  [276571 2743.92 91.46
4000  |378112|378563.80|1660.96| 0.44 |  3751.32 9378 | 9390 |041| 044
4000  |378780 3757.95 93.95
4000  |381245 378241 94.56
4000  |376791 3738.22 93.46
4000  [377801 3749.13 93.73
6000  |579235|580687.80(1970.76]| 0.34 |  5746.70 9578 | 96.02 |033| 034
6000 579661 5750.93 95.85
6000 580950 5763.72 96.06
6000 |584015 5794.13 96.57
6000  |579578 5750.11 95.84
8000 | 865163 |858592.80(6012.45/0.70|  8583.45 107.29 | 10648 |075| 0.70
8000 |853410 8466.85 105.84
8000  |864749 8579.34 107.24
8000  |856848 8500.96 106.26
8000 | 852794 8460.74 105.76
Media GLOBAL | 9351
S (GLOBAL) 6.24
RSD (GLOBAL) |  6.68

Tabla 6b. Resultados estadisticas de regresion para curva de calibracién con estandar puro

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion maltiple | 0.9980
Coeficiente de determinacion R? 0.9961
R? ajustado 0.9733
Error tipico 24977.4279
Observaciones 45

y=ax +b

Intercepto = 0.00
Pendiente = 100.79
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Tabla 6¢. Resultados analisis de varianza para curva de calibracion con estandar puro

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los = Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 6.9262x10" 6.9262x10" 11102.01  1.5518x10™°
Residuos 44 2.745x10% 623871905
Total 45 6.9537x10"

Los resultados indican que el sistema es lineal con un coeficiente correlacion de 0.998.
Haciendo uso de la ecuacion de la linea recta, se determina el porcentaje de recobro para
los resultados obtenidos por cada analista.

Tabla 6d. Comparacion de resultados entre analista 1y 2, para niveles de concentracién de 100,
4000y 8000 ngmL™.

ANALISTA 1
Concentrqlcién Area Concentracion 9% RECUP Media (%) | 'S (%) | RSD (%)
ngmL Real
100 6187 61.38 61.38 64.82 9.52 7.29
100 5064 50.24 50.24
100 7075 70.19 70.19
100 6780 67.27 67.27
100 7559 74.99 74.99
4000 268171 2660.58 66.51 67.43 ‘ 0.53 ‘ 1.08
4000 272507 2703.60 67.59
4000 272030 2698.86 67.47
4000 273663 2715.06 67.88
4000 273001 2708.50 67.71
8000 588341 5837.05 72.96 73.04 ‘ 0.15 ‘ 1.28
8000 587535 5829.05 72.86
8000 589381 5847.36 73.09
8000 588770 5841.30 73.02
8000 590719 5860.64 73.26
Media GLOBAL 68.43
S (GLOBAL) 6.21
RSD (GLOBAL) 9.08
ANALISTA 2
Concentreztl:i(’)n Area Concentracion % RECUP Media (%) | S (%) | RSD (%)
ngmL Real
100 6939 68.84 68.84 65.37 4,77 7.29
100 6444 63.93 63.93
100 6015 59.68 59.68
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100 6338 62.88 62.88
100 7211 71.54 71.54
4000 266477 2643.77 66.09 6716 | 073 | 1.08
4000 269844 2677.18 66.93
4000 273245 2710.92 67.77
4000 273741 2715.84 67.90
4000 270501 2683.69 67.09
8000 573700 5691.79 71.15 7200 092 | 128
8000 587272 5826.44 72.83
8000 587395 5827.66 72.85
8000 582992 5783.98 72.30
8000 571800 5672.94 70.91
Media GLOBAL 68.18
S (GLOBAL) 3.91
RSD (GLOBAL) 5.74

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de Probabil Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados idad para F
Entre grupos 0.4638 1 0.4638 0.0172  0.8966 4.1960
Dentro de los

grupos 754.6207 28 26.9507
Total 755.0845 29

La eficiencia del método en la extraccion fue evaluada a partir de los resultados obtenidos
en el recobro. Con la ecuacion de la linea recta se evallo el area del pico cromatografico de
la sefial debida a la cotinina en la muestra bioldgica, y se determina la concentracion real.
La concentracion de cotinina en la muestra respecto a la concentracién tedrica indica el
recobro, la cual se expresa en términos de porcentaje.

El recobro debe ser preciso, consistente y reproducible, no necesariamente debe ser el
100% segln la FDA. Los resultados experimentales presentan un RSD menor al 15%, no
existen diferencias significativas entre los analistas (Fexp < Frap) Yy un RSD entre analistas de
7.47%. El parametro es preciso, consistente y reproducible.

6.4.6 Curva de Calibracion
Se prepard una curva de calibracion, partiendo de pesadas diferentes, y en la misma matriz

bioldgica, con las concentraciones de 100, 300, 1000, 2000, 2500, 3000, 4000, 6000 y 8000
ngmL™ de cotinina y una muestra blanco libre de cotinina. Para los niveles de
concentracion de trabajo se considero los niveles de cotinina posibles en fumadores pasivos
y activos.
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Tabla 7a. Resultados para curva de calibracion.

Concentracion | £ 0. | promedio | S RsD | oMM 1 oo RECUP | Media (%) | S (%) | RSD (%)
ngmL™ Real
100 6187 | 6533.00 |959.83 | 14.69 87.83 87.83 92.74 |13.63 | 14.69
100 5064 71.89 71.89
100 7075 100.44 100.44
100 6780 96.25 96.25
100 7559 107.31 107.31
300 15884 | 16758.00 | 608.95 |3.63| 225.49 75.16 7930 | 288 | 363
300 17206 244.26 81.42
300 17213 244.36 81.45
300 16349 232.09 77.36
300 17138 243.30 81.10
1000 64749 | 6339280 |[119559 |1.89| 919.19 91.92 8099 | 170 | 189
1000 63842 906.32 90.63
1000 62012 880.34 88.03
1000 62264 883.92 88.39
1000 64097 909.94 90.99
2000 122878 | 123581.20 \3458.64 \ 2.80 | 1744.41 87.22 87.72 \ 2.45 \ 2.80
2000 127135 1804.84 90.24
2000 118210 1678.14 83.91
2000 126003 1788.77 89.44
2000 123680 1755.79 87.79
2500 172575 | 172678.60 |1214.41[0.70| 2449.92 98.00 98.06 | 069 | 070
2500 171817 2439.16 97.57
2500 173412 2461.80 98.47
2500 174308 247452 98.98
2500 171281 243155 97.26
3000 199173 | 198474.80 | 933.23 | 0.47 | 282751 94.25 9392 | 044 | 047
3000 198615 2819.59 93.99
3000 197393 2802.24 93.41
3000 199539 2832.71 94.42
3000 197654 2805.95 93.53
4000 268171 | 27187440 | 2156.84 | 0.79 | 3807.02 95.18 9649 | 0.77 | 079
4000 272507 3868.58 96.71
4000 272030 3861.81 96.55
4000 273663 3884.99 97.12
4000 273001 3875.59 96.89
6000 408749 | 41036640 | 111517 027 | 5802.70 96.71 97.09 | 0.26 | 027
6000 411153 5836.83 97.28
6000 410114 5822.08 97.03
6000 410170 5822.88 97.05
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6000 411646 5843.83 97.40
8000 588341 | 588949.20 |1195.89 |o.2o 8352.24 104.40 104.51 | 0.21 \ 0.20
8000 587535 8340.80 104.26
8000 589381 8367.00 104.59
8000 588770 8358.33 104.48
8000 590719 8386.00 104.82

Tabla 7b. Resultados para limite de cuantificacion, determinado a partir del cociente de

area selectividad / area de limite inferior en la curva de calibracion.

Concentracion| & - | promedio| S | RSD |% RECUP | Media (%) | S (96) | RSD (%)
(ngmL™)
VST 1426 | 1355.00 | 136.01 |10.04| 15.03 1428 | 1.43 | 1004
RAS 1444 15.22
HDS 1389 14.64
DMT 1494 15.74
FMS 1146 12.08
LAU 1231 12.97
Curva de Calibracion
700000.00
y =70.441x
600000.00 R? = 0.9951 *
3 500000.00
S 400000.00
©
2
‘2 300000.00
S
c
= 200000.00
100000.00 *
0.00
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
Concentracion (ng/mL)

Figura 26. Curva de Calibracion
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Figura 27. Cromatograma correspondiente al parametro de Curva de Calibracion a

100ngmL™*
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Figura 35. Cromatograma correspondiente al parametro de Curva de Calibracion a
8000ngmL™

La relacion entre la respuesta del instrumento y la concentracion del analito se evalud
mediante la curva de calibracion agregando cantidades conocidas de cotinina a la matriz
bioldgica de trabajo.

v “La respuesta de analito para el limite de cuantificacion debe ser al menos 5 veces
la respuesta del blanco y la sefial del analito debe ser identificable, discreta y
reproducible, con una precision no mayor a 20% Yy una exactitud entre el 80 y
120%".

v' “Debe tener una desviacion no mayor al 20% en el limite de cuantificacion
respecto al valor nominal y no més de 15% en los demas niveles de concentracion,
al menos 4 de 6 niveles deben cumplir estos criterios incluyendo el limite de
cuantificacion y el nivel de concentracion més alto”.

La Curva de Calibracion fue evaluada con 9 niveles de concentracion, incluyendo el limite
de cuantificacion; éste ultimo es 5 veces la respuesta del blanco; los resultados fueron
precisos con un RSD < 15%, exactos con una desviacion no mayor al 15% respecto al valor
verdadero. Al menos el 66.66% de los resultados cumplen estos requisitos.

6.4.7 Estabilidad de la muestra
Se determinaron las condiciones de temperatura y tiempo entre otros, en las que el
compuesto permaneceria estable en la matriz biol6gica, durante la manipulacion,
almacenamiento y su procesamiento. Se evaluo la respuesta de la concentracion del analito
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en la matriz bioldgica, en muestras preparadas con dos niveles de concentracion dentro del
rango, para la prueba se considero:

v Ciclos de congelacion-descongelacion: Se evalu6 la estabilidad del analito en la
matriz biologica al congelar y descongelar a temperatura ambiente. Se realizaron
tres ciclos de congelacion-descongelacion antes de analizar las muestras.

Tabla 8. Resultados iniciales para estabilidad.

Corfger?lt{"i‘?'é“ Area | Promedio | S |RSD |Concentr Real | % RECUP | Media (%) | S (%) | RSD (%)
1000 | 91979 | 91168.80 [1957.98| 215 912.54 0L25 | 9045 | 194 | 215
1000 | 92045 913.20 91.32
1000 | 91507 907.86 90.79
1000 | 92580 918.50 91.85
1000 | 87733 870.42 87.04
3000  |282030|277873.80|2415.63] 0.87 | 279807 | 9327 | 91.89 | 080 | 0.87
3000 |275955 273780 | 9126
3000 [277052 274869 | 91.62
3000 [277761 275572 | 9186
3000 [276571 274392 | 91.46

Tabla 9. Resultados para el primer Ciclo de congelacién-descongelacion.

Corfgeglt]iic'én Area | Promedio | Concentr Real | % RECUP | Media (%) | S (%) | RSD (%) DES\GI/?C'()“
1000 | 58442 | 58787.00 |  839.82 8398 | 8448 |080| 095 5.52
1000 | 59429 854.00 85.40
1000 | 58490 840.51 84.05
3000 | 193840 | 19615567 |  2785.50 9285 | 9396 |227| 241 | 004
3000 193024 2773.77 92.46
3000 | 201603 2897.05 96.57
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Tabla 10. Resultados para el segundo Ciclo de congelacion-descongelacion.

Co’fger’:ltli?f'én Area | Promedio | Concentr Real | % RECUP | Media (%) | S (%) | RSD (%) Des‘ﬁ,'/oac'é”
1000 | 55824 | 57954.33 | 80220 8022 | 8328 | 291 | 349 6.71
1000 | 59853 860.00 86.01
1000 | 58186 836.14 83.61
3000 | 198827|198539.67 | 2857.16 9524 | 9510 |028| 030 | 118
3000 | 197858 2843.24 94.77
3000 | 198934 2858.70 95.29

Minutes

Figura 38. Cromatograma del segundo ciclo de congelacién-descongelacion para
1000ngmL™
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Figura 39. Cromatograma del segundo ciclo de congelacion-descongelacion para
3000ngmL™*

60



Tabla 11. Resultados para el tercer Ciclo de congelacion-descongelacion.

Corfgegiéflon Area | Promedio | Concentracion Real | % RECUP | Media (%) | S (%) | RSD (%) DeS\gl/oamon
1000 | 45256 | 45720.00 650.33 6503 | 6570 | 301 | 458 | -24.29
1000 | 48005 689.84 68.98
1000 | 43899 630.83 63.08
3000 | 185748 | 183293.00 2669.22 8897 | 8780 |270| 308 | -6.12
3000 176842 2541.24 84.71
3000  |187289 2691.36 89.71

: - = 3

Figura 40. Cromatograma del tercer ciclo de congelacién-descongelacion para
1000ngmL™
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3000ngmL-1
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Figura 42. Estabilidad al congelar-descongelar para 1000 ngmL™y 3000 ngmL™
% de Recuperacion vs Tiempo en dias.

v" Temperatura a corto plazo: Se evalu6 descongelando hasta temperatura ambiente y
manteniéndolas en estas condiciones durante 6 horas antes de analizar las muestras.
Se evaludé con los resultados obtenidos en el primer ciclo de “Congelacion y
descongelacion”.

v Almacenamiento a largo plazo: Se evalud la estabilidad del analito en la matriz
bioldgica, bajo las condiciones de almacenamiento en las que se mantendrian las
muestras, por un periodo equivalente al que transcurre desde la obtencién de la
muestra hasta su analisis.

Se evalud con los resultados obtenidos en el tercer ciclo de “Congelacion y
descongelacion”.

v' Estabilidad post preparativa: Se evalu¢ al finalizar el set de soluciones preparadas

en la secuencia de trabajo del dia, considerando el tiempo de residencia en el
automuestreador antes de ser analizada.

Tabla 12. Resultados para la estabilidad post preparativa.

Corlfgerit]iﬁf'én Area | Promedio S RSD | Concentr Real | % RECUP | Media (%) | S (%) | RSD (%)
1000 | 62696 | 64698.67 |2079.33|3.21|  900.95 90.00 | 9297 [299| 321
1000 | 66847 960.60 96.06
1000 | 64553 927.63 92.76
3000  |200746|201352.67|7413.623.68| 301407 | 10047 | 9645 |355| 3.68 |
3000 | 198614 285410 | 95.14
3000 | 195698 281220 | 93.74
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Figura 43. Cromatograma correspondiente al parametro de estabilidad post preparativa
para 1000ngmL™
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v’ Estabilidad de las soluciones de trabajo: Se evalud la estabilidad de las soluciones
de trabajo a temperatura ambiente luego de 6 horas.
Se evalud con los resultados obtenidos en “Estabilidad post preparativa”.

La estabilidad de la cotinina en el método se evalud en funcion de las condiciones de
almacenamiento y tiempo. Luego de tres dias de almacenamiento en las condiciones
previamente establecidas, la cotinina sufrié una degradacion cercana al 24% para la
concentracién mas baja (1000 ngmL™) y cerca del 6% para la concentracién mas alta (3000
ngmL™). La muestra se mantiene estable a corto plazo y mediano plazo, lo cual permite
manipularla durante su preparacion sin sufrir una degradacion.

En las diferentes condiciones de almacenamiento el método es exacto y preciso, sin
embargo en la ultima etapa de congelamiento y descongelamiento, la muestra preparada
con 1000 ngmL™ de cotinina no cumple exactitud y repetibilidad en las condiciones de
almacenamiento establecidas, esto puede atribuirse a un error en la manipulacion de la
muestra.

6.1 Analisis de muestras fumador activo y pasivo.

Se recolectaron 100 mL de orina de un fumador activo y un fumador pasivo, las cuales se
evaluaron con el método bioanalitico validado, los resultados obtenidos fueron los
siguientes:

Tabla 13. Resultados para el andlisis de muestras de fumador activo y pasivo.

Area Promedio S RSD CO“CEQQE‘EQ” Real
100613 101593.67 1368.43 1.35 1445.82
FUMADOR ACTIVO 101011 1451.54
103157 1482.38
59038 59103.33 595.69 1.01 848.38
FUMADOR PASIVO 59729 858.31
58543 841.27
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Figura 46. Cromatograma correspondiente a la muestra del fumador pasivo

La funcionabilidad del método fue verificada a partir de analisis de cotinina en un fumador
activo y un fumador pasivo, del mismo nicleo familiar. Se determiné 849 ngmL™ de
cotinina en el fumador pasivo, y 1459 ngmL™ de cotinina en el fumador activo; en funcién
de la concentracion de cotinina encontrada en el fumador pasivo se puede deducir que cerca
del 58% del humo de cigarrillo es absorbido por el fumador involuntario.
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7. CONCLUSIONES

En el desarrollo de la metodologia, se determiné que las mejores condiciones
cromatogréaficas en las cuales la cotinina tiene una mejor resolucion, es a pH acido,
incrementando la sefial debida al analito y disminuyendo el tiempo de retencidn; sin
embargo, al evaluar una muestra bioldgica, conteniendo una cantidad conocida de cotinina,
se observo que existian interferencias muy cercanas al tiempo de retencién de la cotinina. A
mayor pH, la cotinina presenta una sefial menos intensa y mayor tiempo de retencion, pero
menos interferencias en la muestra bioldgica. Debido a que el pH era un factor importante,
se controlé manteniendo la fase movil a un pH mayor al utilizado en el diluyente.

Se determind que con las condiciones cromatograficas establecidas, la longitud de onda en
la que el analito present6 mayor absorcion fue a 260 nm.

La guia para la Validacion de Métodos Bioanaliticos de la FDA (Administracion de Drogas
y Alimentos), establece en caso de métodos quimicos, que la exactitud se determina a partir
del valor medio, y este debe estar dentro del 15% del valor real, excepto en el Limite de
Cuantificacion, donde no debe diferir en mas de un 20%. EIl valor medio experimental fue
90.54% vy este se encuentra dentro del 15% respecto al valor real (9.46%), en base a los
resultados obtenidos se cumple el pardmetro de exactitud.

La precision del método se evalud por nivel de concentracion y comparando los resultados
con un segundo analista en dias diferentes. En el nivel de concentracién de 1000 ngmL™, el
RSD para el primer analista fue de 1.89% y para el segundo analista de 1.69%. En el nivel
de concentracion de 2000 ngmL™, el RSD para el primer analista fue de 2.80% vy para el
segundo analista 1.29%. Para el tercer nivel de concentracién a 3000 ngmL™, el RSD para
el primer analista fue de 0.47% y para el segundo analista 1.67%. En cada uno de los
niveles el RSD no excedi6 el 15%. EI RSD global (los tres niveles de concentracion y con
ambos analistas) fue de 3.43%. El método es preciso.

El parametro Recobro, fue evaluado comparando la sefial debida a la concentracion del
analito de la muestra sometida a la extraccion de la matriz bioldgica y comparando esta
sefial, con la de sefial de respuesta del analito puro. Se compararon los resultados obtenidos
entre los analistas 1 y 2, con tres niveles de concentracién: 100, 4000 y 8000 ngmL™. En
todos los casos el resultado fue preciso (RSD maximo 7.29%), consistente y reproducible.

La Curva de Calibracion fue evaluada con 9 niveles de concentracion, incluyendo el limite
de cuantificacion; para éste Gltimo, el resultado fue preciso (RSD de 14.69%), exacto
(92.74%) y el valor medio posee una desviacion de -7.26%. En 8 de 9 niveles de
concentracion la desviacion no es mayor al 15% (Desviacion maxima - 20.70% y minima
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de -1.94%), cumpliéndose el criterio de que al menos el 66.66% de los resultados deben
cumplirlo (4 de 6).

La estabilidad del analito se avalu6é al someter la muestra preparada a concentraciones
conocidas de 1000 y 3000 ngmL™ a pruebas de congelamiento-descongelamiento, y
evaluandose a corto, mediano y largo plazo. La muestra se mantuvo estable en los
primeros dos ciclos de congelamiento-descongelamiento, sin embargo, en el tercer ciclo de
congelamiento-descongelamiento, la muestra preparada a 1000 ngmL™ sufri6 una
desviacion de -24.29%, dicha desviacion pudo deberse a problemas en el inyector del
equipo, sin descartar una posible degradacion del analito. EI RSD maximo fue de 4.58%.

El método fue puesto a prueba evaluando dos muestras reales: una de un fumador activo y
otra de un fumador pasivo, ambos del mismo nucleo familiar. Con base en resultados
obtenidos, se puede concluir que cerca del 58.17%, respecto al fumador activo, es
absorbido por un fumador pasivo, en un ambiente de fumadores.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la parte experimental y en base al analisis de cada
parametro concluimos que el método bioanalitico validado, puede ser utilizado para la
determinacion de cotinina en muestras de orina humana y asi poder evaluar su impacto en
la salud de la poblacién expuesta al humo de tabaco.

67



8. RECOMENDACIONES

Para poder disminuir el limite de cuantificacion se recomienda realizar la
metodologia presentada aplicando la técnica HPLC con un detector mas sensible,
como por ejemplo un detector de masas.

Se recomienda almacenar las muestras a una temperatura al menos de -20°C para
asegurar la estabilidad del analito.

Para aumentar la eficiencia en la extraccién de cotinina en las muestras bioldgicas,
se recomienda utilizar diversos solventes o mezclas de solventes y/o el uso de la
extraccion en fase solida, y de esta forma verificar cual presenta mejor porcentaje de
extraccion.

El presente trabajo puede ser utilizado como una guia base, para verificar los niveles
de exposicion al humo de tabaco y utilizarse como una herramienta para diagnosticar
adecuadamente la enfermedad del tabaquismo.

Se recomienda también realizar un estudio donde se tomen varias muestras de orina
de un mismo individuo durante un mismo dia, para identificar la cinética del
metabolito.
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