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I. INTRODUCCION

1.1 ACIDOS AUREOLICOS.

Definicion

La familia de los acidos aureolicos esta compuesta por policétidos triciclicos, glicosilados
con dos cadenas oligosacaridicas de longitud variable'. Son producidos en su mayoria por
especies del género bacteriano Streptomyces, y tienen potencial antitumoral,
antimicrobiano e incluso antiviral. Los miembros mds representativos son el de las
mitramicinas (figura 1) y el de las cromomicinas. Otros miembros de la familia son las

cromociclomicinas, olivomicinas, o las duramicinas.

La mitramicina fue, ademas, el primer compuesto de la familia en ser descubierto, en el afio
1950. En un primer momento recibié diversos nombres (4acido auredlico, plycamicina,
antibiotico LA-7017, y PA-144) al haber sido aislado por grupos distintos, y a partir de

especies distintas de Streptomyces >

. En todos los miembros de la familia hay dos
cadenas de oligosacéridos unidos a la fraccion aromatica del policétido. En el caso de las
mitramicinas, cromomicinas, cromociclomicinas y olivomicinas, poseen una cadena de dos

y una de tres desoxiglucosidos.
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Figura 1. Estructura de la Mitramicina.



Aplicaciones e interés.

El estudio de los acidos auredlicos es importante debido a su potencial actividad como
tratamiento para enfermedades como el cancer. Esta es una de las enfermedades de mayor
incidencia actualmente en paises occidentales y si se tienen en cuenta todas las posibles
manifestaciones del cancer, supone ademds la segunda causa de mortalidad. Hasta el
momento, una de las terapias utilizadas para el tratamiento del cancer es el uso de drogas
supresoras del tumor o quimioterapia. Para muchos de los tipos de tumores a los que se
enfrentan los pacientes ya existen en uso clinico un elevado niimero de medicamentos
anticancerigenos, pero a pesar de ello aun es necesario el desarrollo de nuevos fairmacos que
sean menos toxicos para el paciente y que tengan mejor actividad antitumoral que permitan el

atacar a tumores que aun carecen del tratamiento apropiado’.

El origen del céncer estd en la desregulacion del ciclo replicativo de ciertas células,
conduciendo a una multiplicacion descontrolada de las mismas y originando un tumor. La
desregulacion esta causada por la actividad andmala de las rutas de transduccion de sefiales
celulares, llevadas a cabo por los factores de transcripcion (TF). Los TF se convierten por

tanto en dianas terapéutica para tratar la enfermedad®’.

Mediante la biosintesis combinatoria, la biocatdlisis y la ingenieria genética de
Streptomyces, es posible reorientar las rutas biosintéticas de los 4cidos aureolicos con la
finalidad de obtener nuevos analogos de las mitramicinas con potencial bioactivo y posible
aplicaciéon en quimioterapia. La spin-off biotecnologica de la Universidad de Oviedo,
Entrechem S.L. aplica esta tecnologia con el objetivo de lograr mejores compuestos

antitumorales o antimicrobianos.

Entre ellos, tiene gran interés la digitoxosil- mitramicina — SK (figura 2), producida por
biosintesis combinatoria en S. argillaceus, que combina dos caracteristicas estructurales que
previamente habian demostrado mejorar el comportamiento farmacoldgico confiriendo
menor toxicidad’. Su actividad es como agente de union no covalente al ADN, en regiones
que codifican genes relacionados con la oncogénesis. En concreto, puede bloquear la unién
del TF Sp1®. Actualmente se encuentra en fase de estudio preclinica, habiéndose realizado
con ella ensayos sobre animales y cultivos celulares, en los que se evalua el efecto del

y . e e, .. 5
compuesto y otros analogos sobre la inhibicion del crecimiento del tumor’.



OH OH O

M e HOMe Me
HO O OHOO/_ﬁO
O
OH

Fig. 2. Estructura de la digitoxosil mitramicina SK. En rojo se indican las variantes respecto a la mitramicina.

Estudios farmacocinéticos.

En el estudio de un farmaco para su aplicacion en clinica es importante saber a qué
velocidad se metaboliza o elimina del organismo. Para ello es necesario determinar la
cantidad del mismo en el plasma a lo largo del tiempo, desde la aplicacion del farmaco
hasta su eliminacion total. Un modo de llevarlo a cabo es inyectar en ratones o ratas una
cantidad conocida del fArmaco y tomar muestras de sangre a diversos intervalos de tiempo.
Para un estudio completo con ratones se toma la sangre total de tres ratones por punto de
tiempo mediante puncion cardiaca, sacrificando al animal. En cambio, si se trabaja con
ratas, es posible hacer varias extracciones de sangre de un mismo animal dado su mayor
tamafio. El compuesto se analiza en el plasma de estas muestras, donde se encuentra
mezclado con otros muchos elementos de la sangre para lo que es necesario emplear
técnicas de deteccion altamente selectivas. Para ello se emplea, previa preparacion de la

muestra, la cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas.



Cromatografia de liquidos de alta velocidad acoplada a espectrometria de

masas en tindem. (HPLC — MS/MS).

La cromatografia es un método de separacion fisica en el cual los componentes a separar
son distribuidos selectivamente entre dos fases inmiscibles: una fase movil y una fase
estacionaria, fluyendo la primera a través de la segunda.'’ La cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) como el equipo de la figura 3, es una técnica
analitica que combina la separacion fisica ofrecida por la cromatografia liquida (HPLC)
con la posibilidades de identificacion y quantificacion de la espectrometria de masas.
Cuando el sistema ademas emplea dos analizadores de masas acoplados en tandem, se
denomina HPLC—MS/MS, y ofrece unas mejores prestaciones en cuanto a sensibilidad y
eliminacion del ruido de fondo como se verd mas adelante, lo cual es muy qutil al analizar

muestras complejas como es el plasma. Las aplicaciones de la LC-MS son diversas y tienen

unas elevadas sensibilidad y selectividad.
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Figura 3. Equipo Agilent LC-MS/MS serie 6400.



1.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica que mide la relacioén entre carga
y masa (m/z) de particulas cargadas.'' Se utiliza para la determinacion de la masa exacta de
analitos, para determinar la composicién elemental de una muestra o molécula y para
elucidar la estructura quimica de moléculas como por ejemplo péptidos. La base de la MS
es la ionizacion quimica de los compuestos para generar moléculas o fragmentos
moleculares con carga. La muestra es cargada en el equipo de MS y vaporizada. A
continuacion debe producirse la ionizacion de las moléculas en fase gaseosa. Una vez
ionizadas las moléculas, entran al analizador de masas donde son separadas en funcion de
la relacion (m/z). Por tltimo, los iones llegaran a un detector a una intensidad muy baja, y
necesitan de un sistema multiplicador que recoja la sefial, la aumente y la transforme en
sefial eléctrica para ser registrada. En la tabla 1 se muestran algunas de las modalidades

posibles en cada paso del proceso.

Fuente de Analizador Detector
Tonizacion
ESI Quadrupolo, QqQ Multiplicador de
electrones
APCI Time of Flight Fotomultiplicador
APPI FT -MS Placa microcanal
MALDI Ion Trap

Tabla 1. Algunas de las posibilidades en cada elemento del espectrometro de masas.

La ionizacion por electrospray (ESI) es util en la ionizacion de macromoléculas ya que
es una fuente de ionizacion débil, que evita la excesiva fragmentacion de las moléculas al
jonizarse.'”” En esta modalidad, como puede verse en la figura 4, se introduce
el analito disuelto en un solvente més volatil por un capilar de metal muy pequefio y

cargado. Debido a la repulsion de las cargas eléctricas, el liquido es expulsado del capilar
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formando un aerosol de gotas pequefias (10 um) altamente cargadas. A medida que el

solvente se evapora, las moléculas de analito se aproximan entre si, se repelen y

finalmente, cuando la repulsion de las cargas positivas vence la tension superficial, estallan

las gotas. Este proceso se repite hasta que el analito queda libre de solvente y solamente

quedan iones, que se dirigen hacia el analizador de masas.
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Figura 4. Esquema del proceso de ionizacion por electrospray (ESI).

Analizador tipo Quadrupolo. Consistente en cuatro barras dispuestas en paralelo

enfrentadas entre si como muestra la figura 5.
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Figura 5. Esquema de la configuracion de un quadrupolo.

Los pares opuestos estan conectados eléctricamente. Se aplica un voltaje consistente tanto
en radiofrecuencia (RF) como corriente continua (DC) estando desfasados a 180° los
componentes de RF en los dos pares. A determinados valores del voltaje, los iones
cargados de una particular m/z siguen una trayectoria estable a través de las barras y llegan
hasta el detector. De ese modo, para producir un espectro de masas se hacen variar los
voltajes de RF y DC de forma sistematica para atraer iones de mayor o menor m/z al
detector. El quadrupolo es un analizador ideal para cromatografia y es capaz de hace
barridos rapidos utilizando voltajes bajos, lo que lo hace tolerar presiones relativamente

altas como las producidas en LC- MS.

Un analizador de masas con quadrupolo permitird hacer medidas en los modos de Scan

(barrido) y SIM (selected ion monitoring). 13
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- Scan o barrido: en este modo, también denominado total ion current (TIC), se
miden todas las masas que llegan al analizador sin restriccion, obteniendo un
cromatograma en el que se representan la suma de intensidades a lo largo de
todo el rango de masas detectadas en cada punto del analisis. El rango es
normalmente de varios cientos de unidades de m/z. En una muestra compleja, la
informacion es limitada ya que muchos analitos eluyen a la vez enmascarando
especies quimicas individuales."

- SIM: este otro modo de barrido solo recoge las relaciones m/z de un rango

limitado, consiguiendo un incremento en la sensibilidad.
Espectrometria de masas en tandem.

La ventaja de la MS es su capacidad no s6lo de aportar informacion sobre la masa
molecular de un analito sino ademds sobre su estructura. La espectrometria de masas en
tandem (MS/MS) permite la fragmentacion “suave” de las moléculas que se desean
analizar de modo que se formen fragmentos pequefios, sin llegar a romper todas las
moléculas del analito en cuestion. Ademas es aplicable a todas las formas de ionizacion

siempre que exista un equipo disponible.

Analizador de Triple quadrupolo: esta configuracion consiste en la combinacion de tres
quadrupolos consecutivos (pueden ser hexapolos u octapolos) donde el segundo cuadrupolo
no acttia como analizador sino como celda de colisién en la que se lleva a cabo la
fragmentacion de los iones transmitidos por el primer cuadrupolo. Ademas actlia como

dispositivo para enfocar los iones producidos hacia el tercer cuadrupolo.
Posibilidades de medida:

- Precursor Ion Scan: ahora, el segundo analizador recoge una Unica m/z,
mientras que el primer analizador est4 ajustado para barrer a través del rango de
masas de interés. De nuevo, en el segundo cuadrupolo a modo de celda de
colision se produce la fragmentacion de los iones. S6lo se ve una sefial en el
detector, cuando los iones estan siendo transmitidos tanto por el primer

analizador como por el segundo.
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Multiple reaction monitoring (MRM): también llamado Selected Reaction
Monitoring (SRM) es la modalidad que permite monitorizar la cantidad de
analito presente en una muestra de forma indirecta al detectar los iones de
fragmentos caracteristicos de dicho analito. El primer analizador selecciona la
m/z del analito de interés y pasa a la celda de colision. Alli se fragmenta y da
lugar a iones de los que el segundo analizador solo recoge los fragmentos
seleccionados.

La sensibilidad para detectar los fragmentos es menor que en un barrido normal,
registrandose picos de sefial mas bajos, pero sin embargo se obtiene el beneficio
de reducir la relacion sefial/ruido de manera considerable ya que la sefal de
fondo de la muestra es practicamente cero. Esto es especialmente interesante
para muestras complejas como el plasma donde nuestro analito puede estar
mezclado con otros muchos compuestos. En la figura 6 se puede observar el

esquema de este proceso:

Q1 Q2 Q3

WHAE Seiral

. e

mrm— e —_—

. ~

[l T S

Papisda Fragmanlaton Fragmignt

Saaachicon Sslacton

Figura 6. Secuencia dentro de un equipo triple cuadrupolo, en el modo de MRM

Neutral Loss: se ha observado que las moléculas con determinadas
caracteristicas estructurales también pasan por reacciones de reagrupamiento en
la fuente del analizador de masas. La mas conocida es la reaccion de
McLafferty, donde un &atomo de hidrogeno migra a un grupo insaturado
eliminando una molécula neutra (Figura 7). Estos reagrupamientos se pueden
dar en el analizador de masas, y dar informacion util para interpretar el espectro

. . 1
de un material desconocido. '
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Figura 7. Reaccion de McLafferty.

1.3 EFECTO DE MATRIZ.

La matriz en la que se encuentra el analito de interés es el plasma en dilucion con
metanol y desprovisto de proteinas. El entorno que esta matriz genera, puede causar un
efecto de cambio de la sefial analitica afectando a su magnitud al causar que la ionizacion
de la molécula no sea igual que en un entorno mas neutral. Utilizando el método de adicion
de un patrén interno o estandar de concentracion conocida y expresando la sefial del analito
como relativa a la de dicho patrén interno, logramos minimizar el efecto de la matriz y

obtenemos una medida mucho mas fiable.

En el presente estudio se utilizé la mitramicina como patrén interno en todas las medidas.

Su estructura se puede observar en la anterior figura 1.
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El estudio de la farmacocinética en animales de experimentacion es un paso fundamental
en los estadios de ensayos preclinicos para evaluar la utilidad de un compuesto. Aporta
informacion sobre el tiempo de residencia del compuesto en el organismo, de modo que se
puedan ajustar la administracion de las dosis. La cromatografia liquida facilita la
separacion del compuesto para después poder ser medido mediante la espectrometria de

masas.

El principal objetivo de este Proyecto fin de Master es el desarrollo de un método de
analisis para determinar la cantidad de compuestos andlogos de la mitramicina en plasma
de animales de experimentacion, mediante cromatografia de liquidos acoplada a

Espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS/MS).

El objetivo general se tratard de alcanzar a través de los siguientes objetivos parciales:

1) Estudio de la fragmentacion del compuesto digitoxosil mitramicina SK,

utilizando como patrén interno el compuesto mitramicina

11) Optimizacion de la medida del compuesto mediante MRM, en muestras reales

de plasma de rata.

1i1) Determinacion de los limites inferiores de deteccion (LOD) mediante el calculo

de la concentracion hallada en las muestras.

17



III. EXPERIMENTAL
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III EXPERIMENTAL.

II1.1 INSTRUMENTACION, REACTIVOS Y MATERIALES.

11 1.1 Instrumentacion utilizada

- Equipo LC MS/MS: HPLC 1290 Infinity Agilent; 6460 Triple-Quad LC/MS
Agilent. (Tokyo, Japon). Equipo de espectrometria de masas acoplado a un sistema
de HPLC con autosampler. Trabaja con una fuente de ionizaciéon por ESI con
tecnologia Jet Stream, consistente en la utilizacion de un gas de impulsion

supercalentado que permite aumentar la cantidad de moléculas que se ionizan.

- Balanza de precision Metler — Toledo AB204-S (EE.UU)

- Micropipetas: Pipetman, Gilson. ( EE.UU)

- Columnas de cromatografia:
1. Zorbax SB-C18. 2,1 x 50mm. Tamafio de particula 1.8um. Agilent.
2. Zorbax SB-C18. 2,1 x 100mm. Tamaiio de particula 3.5um. Agilent.

111.1.2 Reactivos:

- Mitramicina (mtm) Entrechem S.L.

MW =1084.,4

- Digitoxosil Mitramicina SK (mtm sk) Entrechem S.L.
MW= 1040.5

- Acetonitrilo. Optima LC/MS Fischer Scientific.

- Acido trifluoroacético: 99% (Technical) VWR (EE.UU)
- NH3 28-30% Merck.

- Acido formico: Fluka analytical, pureza 98%

19



I11.2 PROCEDIMIENTOS.
111.2.1 Estudio en ESI + de MTM-SK en agua. Scan, PI, MRM.

El primer paso del estudio fue observar el compuesto disuelto en agua para detectar su

tiempo de retencion y su fragmentacion en el equipo de espectrometria de masas.

- Se prepar6 una dilucion de 1000ppm a partir de 1mg del compuesto liofilizado en
H,0 MiliQ. A partir de ella se obtuvo otra dilucion a 100ppm por volumen.

- Con esta dilucién se llevé a cabo en primer lugar un Scan en modo ESI + del
compuesto. A continuacion se realizd el Product Ion (PI) para detectar los
fragmentos que se obtienen. La energia de colision Optima se determin6 ensayando
varias energias de colision en la celda de colision y seleccionado la que ofrecia
mayor intensidad de los fragmentos sin llegar a descomponer totalmente todo el i6n
precursor

- Por ultimo se registro los fragmentos producidos mediante MRM.

Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron:

Eluyente A = H,0; 0.1% acido trifluoroacético.
Eluyente B = Acetonitrilo

Volumen de inyeccion = 20pL

Temperatura de la columna = 40°C

Flujo = 0.3mL/min.

Columna =1

Tiempo (min) % fase B
0 10
6 60
7 100
8 100
9 10

Tabla 2. Gradiente de fases en la cromatografia.

111.2.2 Estudio en ESI + de MTM en agua. Scan, PI, MRM.

La mitramicina fue utilizada como patrén interno y se hizo un estudio preliminar en el

mismo modo que con el analito (MTM-SK).
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111.2.3 determinacion del compuesto en plasma de rata.

Para estudiar la duracion del farmaco en el organismo se realiza un ensayo de

farmacocinética en ratas.

111.2.3.1 Ensavo en ratas.

Se utilizaron 4 ratas macho sanas de cuatro meses y medio de edad, a las que se administro
una dosis de 8mg/kg de digitoxosil mitramicina SK disuelto en suero salino, por via
intravenosa. Los animales fueron anestesiados previamente mediante gas isofluorano, y se
tomaron diversos puntos de muestra a distintos tiempos que cubrieron un periodo de 24
horas. Para algunos de estos puntos no fue posible tener réplicas debido a dificultades
técnicas durante la extraccion de sangre. Esta se llevd a cabo mediante incision en el
extremo de la cola de los animales.

Asi mismo, se tomo plasma de una quinta rata sin tratar, para utilizarlo como control y para

preparar los calibrados en matriz.

Cada rata se empleo para tomar diversos puntos que cubriesen un periodo de 24 horas:

Rata Tiempos de muestreo
1 4h; 6h, 8h, 24h
2 5’;157;30’; 1h; 2h; 4
3 15°; 30°; 1h; 2h; 4h; 20h
4 5’;15°;30’; 1h; 16h

111.2.3.2. Preparacion de la muestra.

La sangre obtenida en el ensayo anterior se recoge en tubos eppendorf.

- Para separar el plasma de la fraccion celular se centrifuga a 3000g durante 15min.

- El sobrenadante, amarillento, se recoge en un nuevo tubo para ser procesado o
conservado a -20°C hasta su posterior utilizacion.

- Para analizar la muestra, primero es necesario eliminar las proteinas de modo que
evitamos que éstas entren en los equipos de andlisis. Se lleva a cabo por
precipitacion con metanol.

- Se afiadieron en un tubo con un volumen de plasma, cuatro volimenes de metanol
(100uL de plasma; 400uL. de metanol).

- Al mezclar la muestra por agitacion mecanica se observa una solucion blanquecina

por la precipitacion de las proteinas.
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- Se centrifug6 a 15.000g durante 5 min. Las proteinas quedan como precipitado y se
recoge el sobrenadante, que se volvio a centrifugar y separar en un nuevo tubo.
- Se trato el volumen total de la muestra, y a lo largo de los ensayos permanecio

conservada a -20°C.

111.2.3.3 Preparacion del calibrado para medir en LC-MS/MS.

- Solucién stock de MTM-SK: a partir de la misma dilucion usada para inyectar a las ratas
(1600 ppm) se prepar6 una dilucion por volumen, de 10ppm en plasma de la rata control.
Se prepard un calibrado con 6 puntos: 0, 50, 100, 500, 1000 y 5000 ppb, a partir de la
soluciéon stock anterior, afiadiendo los voliumenes adecuados para obtener las
concentraciones del calibrado.

A partir de una solucion de 1000ppm en H,O de la MTM, se obtuvo otra de 10ppm en
plasma, a partir de la cual se hicieron adiciones sobre los puntos del calibrado de modo que
cada uno de ellos tuviera una concentracion final de 1 ppm. La misma adicion de MTM
como patron interno se realizd sobre cada una de las muestras obtenidas a partir de las

ratas.

111.2.4 abundancias teoricas y estudio de saturacion de sodio.

Se realizo el célculo de las abundancias isotoOpicas tedricas para comprobar que
corresponden con las medidas experimentalmente.

Al observar mayor sensibilidad en las muestras en plasma frente a lo medido en agua,
realizamos un ensayo de saturacion de Na.” en disoluciones crecientes de Na™ con el analito
en H,O, y de ese modo comprobar la influencia de la matriz en la formacién del aducto, ya

que el plasma es rico en sodio.

Se preparan disoluciones del analito y el patron interno (1ppm final de ambos) en H,O con
las siguientes concentraciones de Na': 0, 5, 20, 30, 40 y 60, mM, y se lleva a cabo un

ensayo en SIM, monitorizando solamente las transiciones:

MTM-SK: 1062,9 =>413,3
MTM: =>1107,5=> 4273
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111.2.5 ESTUDIO EN ESI - DE MTM-SK Y MTM

111.2.5.1 Estudio en agua. Scan, PI. MRM.

Tras estudiar el comportamiento de los compuestos en modo ESI +, realizamos el mismo
estudio en modo negativo. El proceso es el mismo, realizando primero un Scan, y después
el product ion para optimizar la energia de colision con la que fragmentar los compuestos
en la celda de colision, correspondiente al cuadrupolo intermedio en el analizador de

masas.

Las fases moviles utilizadas en esta parte del estudio fueron inicialmente:
A: HzO + NH3 (25%)
B: ACN + NH3; (25%)

Bajo estas condiciones, el compuesto MTM-SK mostraba colas y un ensanchamiento, por
lo que se probaron nuevas condiciones cromatrograficas para mejor la resolucion. En el
apartado IV. Resultados, se indica que al optimizar la cromatografia se llegé a obtener un

desdoblamiento de la sefial del compuesto en dos picos diferentes.

111.2.5.2 Optimizacién de la cromatografia.

Las condiciones cromatograficas seleccionadas fueron:
Eluyente A = H,0; 0.15% &cido férmico; 0,3%NH;. pH= 8,15
Eluyente B = Acetonitrilo

Volumen de inyeccion = 20pL

Temperatura de la columna = 40°C

Flujo =2.0mL/min.

Columna =2

111.2.5.3 Preparacion del calibrado para medir las muestras de rata en modo negativo.

Se procedié de la misma manera que al realizar las medidas en modo ESI (-), pero en esta

ocasion los puntos del calibrado fueron: 0, 5, 10, 20, 30, 50, 100, 500, 1000 ppb.
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El patrén interno se afiadid a una concentracion final de 100ppb.

111.2.5.4 Limites inferiores de deteccion.

El limite de deteccion corresponde a la masa o concentracién minima de analito que se
. 14 ¢ s

puede detectar para un nivel de confianza dado. ™ Este limite se puede calcular como tres

veces la desviacion estandar de la ordenada en el origen del calibrado dividido por la

pendiente.

111.2.5.5 Efecto de la matriz.

Para minimizar la distorsion que la matriz de la muestra puede tener sobre la sefial
analitica, se afiadi6 a todas las muestras una cantidad del patron interno, a concentracion
Ippm en los estudios en ESI (+) y después a 100ppb en el modo negativo, al ver que los

valores de concentracion de las muestras eran bastante inferiores.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 DETERMINACION DE MTM Y MTM-SK EN POR HPLC-MS/MS EN MODO
ESI (+)

1V.1.1 Estudio en ESI + de MTM-SK en agua. Scan, PI, MRM.

Al llevar a cabo la medida en modo Scan, se observan sefiales de intensidad més alta para
las m/z de 1058,0; 1062,9, y 1078,9. (Figura 8) Corresponden a aductos (tabla 3) sobre la
masa de 1040,5 que es el peso molecular de la MTM-SK

x10 4 |+ESI Scan (4.939 min) Frag=135.0V Scan EC-8042 100ppm 170412.d
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x10 4 |+ESI Scan (4.939 min) Frag=135.0V Scan EC-8042 100ppm 170412.d
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Figura 8. Espectro de masas extraido de la medida en modo Scan. En la parte inferior detalle de las m/z
observadas entorno a la masa del analito.
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m/z aducto
1041,5 [MTM+H]"
1059,0 [MTM+18]" *
1063,4 [MTM+23]" aducto de Na"
1079,3 [MTM+39]" aducto de K+

Tabla 3. Aductos formados en el Scan. El Na” y K proceden probablemente de restos en el
interior de la columna. *podria tratarse de una hidratacion en la molécula.

Ya que el [MTM+H]" presenta baja sensibilidad por la presencia de aductos, se decide

trabajar con la m/z 1062,9 por ser la sefial de mayor intensidad.

A continuacion se optimizo la energia de colision en el segundo cuadrupolo, de modo que
obtuviesemos una proporcion de fragmentos con buena intensidad, sin que el 16n precursor
llegase a descomponerse del todo.

Energia optima de colision: 50.0V

Los fragmentos que se eligen para monitorizar en MRM son los que resultan de las
transiciones: 1062,9 => 803,5
1062,9 =>413,3

1V .1.2 Estudio en ESI + de MTM en agua. Scan, PI, MRM.

Para la MTM, utilizada como patrén interno, también encontramos los aductos de Na* y
K", con las m/z indicadas en la tabla 4

m/z aducto

1084 [MTM+H]"

1102,5 [MTM+18]" *

1107,5 [MTM+23]" aducto de Na"
1123.5 [MTM+39]" aducto de K+

Tabla 4. aductos formados en el Scan del patron interno.

Al optimizar la energia de colision, obtenemos que la mejor es 40.0V, como puede verse
en la figura 9.
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Figura 9 Optimizacion de la energia de colision para el patron interno.

Esta energia de colision nos permite seleccionar uno fragmento para la posterior
monitorizacion del compuesto en el modo MRM, que son los indicados a continuacion:
1107,5 => 847,5

1107,5 =>427,3

IV. 2 DETERMINACION DEL COMPUESTO EN PLASMA DE RATA.

Del ensayo llevado a cabo en ratas se obtuvieron muestras de sangre suficientes para
extraer plasma y llevar a cabo los ensayos posteriores. Por dificultades al extraer la sangre,

no se pudieron tomar réplicas de todos los puntos de tiempo del ensayo, por lo que los



resultados no se pueden tomar para hacer calculos farmacocinéticos, aunque si sirven como

muestra para poner a punto el método analitico.

Las muestras se prepararon como se indica en el apartado II1.3.2, y se conservaron a -20°C

hasta su utilizacion para los ensayos posteriores.

IV.3 ABUNDANCIAS TEORICAS Y ESTUDIO DE SATURACION DE SODIO.

Se calcularon las abundancias isotdpicas tedricas y experimentales de la MTM-SK y la

MTM, viéndose que concuerdan unas con otras, como se ilustra en la figura 10a y 10b
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) i
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abundancia relativa

0,1000 -
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masa exacta

FiguralOa Abundancias isotdpicas en el analito (MTM-SK)
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1106,51107,51108,51109,51110,51111,51112,51113,5

masa exacta

Figura 10b Abundancias isotopicas en el patron interno (MTM).

Por otro lado se estudi6 la influencia de la matriz en la sensibilidad del aducto de sodio. Se
observo que la sefial de la m/z 1063,4; correspondiente al aducto de Na" [MTM+23]",
incrementa segun aumenta la concentracion de NaCl en el que se disuelve la molécula,
llegando al maximo entorno a 50mM. Estos resultado se reflejan en la Figura 11. Sin
embargo parece que después podria disminuir. La relacion de la sefial entre el analito y el
patron interno se mantiene constante a medida que la concetracion de NaCl aumenta, de

modo que se puede concluir que afecta a los dos por igual.
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Figura 11. Estudio de la saturacion del sodio y su influencia en la intensidad de la sefial
analitica.

IV.4 DETERMINACION DE MTM Y MTM-SK EN ESI MODO NEGATIVO.

Tras declinar el uso del ESI + por la formacion de aductos, abordamos el mismo estudio en

modo negativo.

Las condiciones en modo negativo hacen que las fases utilizadas para favorecer la
1onizacion negativa de los compuestos tengan un pH mas basico que en el modo de ESI (+).
Tras un primer ensayo donde se utiliz6 como fases moviles H,O + NH3, y ACN + NHs, se
observa que el pico muestra colas demasiado grandes, por lo que se aborda la optimizacion
cromatografica para tratar de resolver mejor el pico y determinar en su caso si se tratase de
impurezas.

En el proceso de optimizacion se decide utilizar una columna més larga para lograr una
mejor resolucion, por lo que también se modifica el flujo al que podemos trabajar (hasta 2.0

mL/min), ya que las presiones que se alcanzan ahora son mas bajas.
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En el primer ensayo se observd un aducto mayoritario del compuesto més 114 u.m.a, [M-
H+114], que podria corresponder al TFA (probablemente procedente de residuos en la
columna. Se afadi6é acido férmico a la fase A para tratar de mejorar la ionizacién y
eliminar las colas, pero no se consigue el efecto deseado. Se probo afiadir TFA para tratar
de desplazar toda la formacion de aducto al [M-H+114], pero por el contrario lo que se

obtuvo fueron sefiales con un nivel muy alto de ruido.

Se opta por limpiar la columna y trabajar con acido formico y NHj. El programa en

gradiente con el se consigue la mejor separacion de los picos es el siguiente:

Tiempo % fase
B
0 2
2 2
20 100
25 2

Tabla 5. Gradiente cromatografico.

En estas condiciones se alcanza el mejor resultado entre sensibilidad del patron interno y

resolucion del doble pico del analito, como se muestra en la figura 12
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Figura 12. La cromatografia se ha optimizado para obtener picos bien definidos de la mtm-SK y la mtm. A es
el cromatograma de masas donde se observan todos los picos. B corresponde al espectro de masa del primer

pico de mtm-SK y C al segundo pico, lo que verifica que ambos proceden de un mismo i6n precursor.

Posteriormente se lleva a cabo el Product Ion con diferentes energias de colision y se

obtiene que la energia dptima es de 70V para la MTM-SK, y de 45V para la MTM utilizada
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como patron interno. Estas energias de colision son las que después se utilizan al analizar

las muestras en modo MRM.

Las moléculas fragmentan de la siguiente manera:

MTM-SK: 16n precursor = 1039,5  Fragmentos. 387,2

271,1

MTM: 16n precursor = 1083,5 Fragmentos 935,7
—

530,1

1V.4.1 Cuantificacion de MTM-SK en plasma de rata ESI (-)

Se midi6 en una misma secuencia los puntos del calibrado por triplicado, y las muestras
tomadas de cada rata a distintos tiempos. De las muestras s6lo se hizo una medida ya que
en el ensayo anterior en el modo ESI (+) se observo una buena reproducibilidad. Mediante
el software Mass Hunter (Agilent) se seleccionaron los picos obtenidos tras realizar las

medidas en MRM vy se integro el area de los mismos.

A falta de mas pruebas con las que elucidar si cada pico en que se desdobla el analito es un
compuesto diferente o si se produce una tautomerizacion por causa de las condiciones
cromatograficas a pH mas elevado, se consideraron ambos picos, y la concentracion
medida de analito como la suma de ambos picos tras integrarlos. Se obtuvieron dos rectas
de calibrado, una para cada pico observado en que se desdobla el analito, que se muestran
en las figuras 13 y 14.

La sefial obtenida del analito se divide entre la del patron interno, teniendo en cuenta las

siguientes transiciones de i6n precursor a fragmento:

Transiciéon: MTM-SK = 1039,5-> 387,2

MTM = 1039,5->271,1
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Figura 13. Recta de calibrado para el primer pico del analito.
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Figura 14. Recta de calibrado para el segundo pico del analito.

Ahora, interpolando en las rectas y multiplicando los valores por 5, teniendo en cuenta el
factor de dilucion 1/5 por la preparacion de la muestra, obtenemos los valores de
concentracion del analito en cada pico, y hallamos la suma entre ambos picos. Estos

valores se recogen en la tabla 6.
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Pico 1 Pico 2
Tiempo
(h) ppb ppb SUMA
R1-4h 4 2588,6 1172,4 3761,1
R1-6h 6 980,4 474,5 1454,8
R1-8h 8 275,6 143,9 4194
R1-24h 24 0 5,0 5
R2-5m 0,08 6836,7 28774 9714,1
R2-
I15m 0,25 1394,4 793,7 2188,1
R2-
30m 0,5 3146,3 1382,1 4528.,4
R3-15 0,25 28237,6 19302,6 47540,2
R3-30 0,5 13270,1 3976,3 17246,3
R3-1h 1 28,0 5325,7 5353,7
R3-2h 2 2340,1 1007,6 3347,7
R3-4h 4 6954,1 1115,7 8069,8
R3-20h 20 2011,9 244 2036,4
R4-5m 0,08 10033,2 4713,1 14746,3
R4-
15m 0,25 4749,0 2064,2 6813,2
R4-
30m 0,5 44420 1751,5 6193,5
R4-1h 1 24959 972,3 3468,1
R4-16h 16 8,7 30,3 39,0

Tabla 6. R1-R4 indica el numero de animal, y la cifra y letra que lo
acompafian, el punto de muestreo siendo m = minutos y h = horas.

Analizando cada rata por separado, se observa una tendencia a disminuir la cantidad del
compuesto desde el momento de la inyeccidn, hasta casi desaparecer transcurridas varias
horas. Sin embargo, existen puntos que se salen de lo que se esperaria de una cinética
normal, ilustrados en la figura 15, ya que eventualmente aparecen valores a tiempos mas

tardios mayores que los que les preceden, y esto no es posible.

Esto quizés sea debido al tiempo de almacenaje a -20°C del plasma extraido, ya que desde
la preparacion para hacer el primer andlisis hasta que se realizd la medida de todas las
muestras en modo ESI (-), transcurrieron varias semanas, y se desconoce la estabilidad del
compuesto en esas condiciones, por no haber sido necesario ese estudio con anterioridad.
Por otro lado, durante la recoleccion de sangre hubo alguna dificultad técnica para extraer
en alguna de las ratas, esto puede que también haya influido en la representatividad de las

muestras.
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Figura 15. La concentracion del compuesto tiende a bajar a lo largo del tiempo, pero

algunos de los puntos no responden a dicha tendencia.

1V.4.2 Calculo de los limites de deteccion.

Los limites de deteccion se calcularon mediante estimacion lineal, multiplicando tres veces
la desviacion estandar de la ordenada en el origen del calibrado dividido por la pendiente.

Se tuvieron en cuenta los resultados del primer pico de la MTM-SK, y se compard el limite
de deteccion tomando los cocientes entre las sefiales de transicion de masas de 16n

precursor a fragmentos 1 y 2 entre el analito y el patron interno.

Los resultados fueron:

Transicion 1 = 8,7 ppb

Transicion 2 = 12,2ppb
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Comparando estos valores con los obtenidos en las muestras de rata, podemos ver que
dichas muestras presenta valores por encima de los limites de deteccion. En el caso de la
Rata 1, a las 24 horas, obtenemos un valor por debajo de dicho limite de deteccion. Esto
probablemente sea debido a que ya no exista compuesto en la sangre del animal en ese

tiempo de analisis.

La rata 4, a las 16h, tiene un valor en el primer pico que esta en el limite de deteccion por

lo que habria que tener cuidado a la hora de dar por valido dicho resultado.
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V. CONCLUSIONES
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V. Conclusiones.

En el presente Trabajo Fin de Master se han realizado estudios para la puesta a punto de un
método analitico, de los que se puede concluir que:

- La cuantificacion de digitoxosil mitramicina sk en plasma de rata mediante HPLC-

MS/MS es un método posible y valido, y se puede emplear en estudios

farmacocinéticos.

- La ionizacion positiva es poco conveniente para este tipo de compuestos ya que da

lugar a la formacion de diversos aductos complicando la medida.

- Mediante la ionizacion negativa se puede seguir directamente el i16n molecular y los
fragmentos formados por este en la celda de colision lo que resulta en una medida

mas segura que si utilizasemos los aductos.

- Para minimizar las desviaciones en la medida, el uso de la mitramicina es muy
adecuado ya que presenta una estructura similar que se comporta de modo parecido
en el detector de masas, pero que a la vez le confiere un tiempo de retencion distinto

aunque no demasiado alejado.

- En condiciones cromatograficas, bajo pH basico, el compuesto digitoxosil
mitramicina SK parece desdoblarse en dos compuestos diferentes que bien podrian

ser tautdmeros ya que su masa es la misma.

- El almacenamiento de muestras de plasma en metanol, a pesar de ser a temperatura
de -20°C durante un periodo prolongado de tiempo podria afectar a la estabilidad del

compuesto y dar lugar a medidas erréneas de la concentracion.



VI. ESTUDIOS FUTUROS
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VI. ESTUDIOS FUTUROS.

A partir de los resultados obtenidos, se pueden plantear diversos trabajos futuros con los

que seguir profundizando en este estudio:

Para poder determinar la concentracion real del analito en las muestras de plasma de
rata, es necesario discernir primero si los dos picos que se obtienen al analizar la muestra
en ESI (-) son el mismo compuesto o no. Para ello serd necesaria la separacion
cromatografica de ambos pico y la recoleccion por separado de las fracciones de cada uno
de ellos. Entonces, se debera comprobar si cada una de las fracciones por separado se
comporta desdoblandose de nuevo en dos picos, lo cual indicaria que dicha transformacion
es solo producto de las condiciones de pH del método cromatografico (por encima del nivel
de pH fisiologico). De lo contrario seria necesaria la identificacion de cada una de estas

fracciones mediante andlisis por resonancia magnética nuclear (RMN).

Una vez aclarado dicho punto, y teniendo la certeza de que el compuesto es uno
solo y no se transforma en otro, se podria abordar otro aspecto: la cuantificacion precisa
del compuesto. Para cuantificar con mayor precision existe la posibilidad de emplear la
técnica de IRMS (Isotope Ratio Mass Spectrometry), consistente en la combustion total del
analito a CO;, y el andlisis de carbono mediante un detector de masas utilizando CO,
marcado como referencia. Asi se podria medir la pureza exacta del compuesto antes de ser
ensayado en los animales, y a partir de ese valor calcular la concentracion exacta medida en

LC-MS/MS.

Otro aspecto a determinar seria la cantidad de compuesto que se recupera de la
muestra tras extraer el plasma de la sangre y precipitar las proteinas por el método del
metanol. Para ello seria necesario tomar una muestra de sangre de una rata control sin tratar
y afiadirle una cantidad conocida del analito, para después tratar la muestra por el
procedimiento establecido y cuantificarla. La diferencia obtenida serd el rendimiento del

método y se debera aplicar a las medidas en posteriores muestras reales.
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