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1. RESUMEN

El paracetamol es uno de los analgésicos mas utilizados por las embarazadas debido a que
se considera que a dosis terapéuticas no provoca efectos adversos en la mujer ni en el feto. Sin
embargo, nuevos estudios han demostrado que puede dar lugar a diversos problemas futuros en

el feto por su posible capacidad de atravesar la placenta.

Asi pues, a través de este trabajo practico se ha intentado demostrar si el paracetamol y sus
dos metabolitos principales (el 4-acetaminofenil-B-D-glucurdnido y el 4-acetaminofenil sulfato)

pueden atravesar la barrera placentaria y en qué grado.

Para ello se ha utilizado un sistema de perfusion placentario ex-vivo y cromatografia
liquida con tandem espectrometro de masas como método analitico de deteccion y cuantificacion

del paracetamol y sus dos metabolitos principales en perfusiones placentarias.

De esta forma, se analizaron diferentes concentraciones de los tres componentes diluidos
en fase mdvil y en pre-perfusiones maternas. A partir de los resultados obtenidos se desarrollaron
curvas de calibrado con el fin de valorar la linealidad y se calcularon coeficientes de variacion y

limites de deteccion.
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2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El paracetamol es el analgésico mas cominmente utilizado desde que comenz6 su venta

r 1 . /
en Europa en la década de 1950°. Respecto a su uso en mujeres embarazadas, este farmaco es

usado como primer tratamiento en caso de fiebre y dolores. Sin embargo, distintos estudios

. .. 2
sugieren que el paracetamol es capaz de atravesar la barrera placentaria libremente”, hecho que

se asocia con alteraciones endocrinas en los testiculos del feto e incremento de riesgo de

desarrollar asma en los nifios posteriormente’.

Por tanto, es necesario conocer tanto las vias de metabolizacion del paracetamol como el

mecanismo que utiliza para atravesar la barrera placentaria.

2.1. Paracetamol: metabolismo y toxicidad

El higado es el o6rgano principal implicado en el
metabolismo de paracetamol. Tras la ingesta de una dosis
terapéutica (entre 600 mgy 1 g), el paracetamol se convierte
principalmente en glucurdnidos (52-57% de los metabolitos
(30-44%)

farmacologicamente inactivos, mientras que una fraccion

urinarios) y sulfatos conjugados,
menor se oxida a un metabolito reactivo (5-10%)
denominado NAPQI (N-acetil-p-benzoquinona imina).
Menos del 5% del paracetamol se excreta sin cambios. El
producto NAPQI es altamente reactivo y es el principal
responsable de la hepatotoxicidad inducida por el
paracetamol. La detoxificacion de NAPQI se produce a
través de su union al grupo sulthidrilo del glutation (GSH),
que se excreta en la orina como cisteina y conjugados del

acido mercapturico.

paracetamol H H
N Glucuronidation S N
7 LT
0 = 0
HO (lj F
Sulfation GlcA
M-Hydroxylation H
and L~
rearrangement 0O 0 R W
{CYP-mediated) W Sff | Lp o
HO™"~0

Figura 1. Vias principales de metabolizacion
del paracetamol. Las vias en azul y morado llevan a
metabolitos no toxicos, mientras que la roja conduce

al producto toxico NAPQI
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A dosis supraterapéuticas (>4g/dia) de paracetamol, la via de sulfatacion se satura,
mientras que la glucuronidaciéon y la oxidacién aumentan, y una cantidad mas pequena se
excreta sin cambios. Después de una dosis altamente toxica de acetaminofén, la glcuronidacion
también se satura, y proporciones mas altas del farmaco se elimina sin cambios (10%) y se

oxidan a NAPQI (> 15%)).

El exceso de NAPQI finalmente agota las reservas de GSH y comienza a formar aductos
de proteinas mediante la unidon a grupos de cisteina en las proteinas celulares. E1 NAPQI se
dirige principalmente a las proteinas mitocondriales y canales i6nicos que conducen a la pérdida
de produccion de energia, desequilibrio de iones y muerte celular. Sin embargo, la N-
acetilcisteina es un antidoto eficaz para la sobredosis de paracetamol porque repone tiendas de

. . . , . . . ., 4
GSH, neutraliza especies reactivas del oxigeno en las mitocondrias y mejora la sulfatacion”™.

2.2. Sistema de perfusion ex-vivo de placenta humana

El sistema de perfusion ex-vivo de un & -

LR\ ® M
cotiledon aislado de placenta humana es un §* / \
p ..\’A.&" . u ‘

B
modelo experimental utilizado para investigar ) =
el paso de sustancias a través de la placenta .-“ v X \}T‘. -
humana y su metabolismo. Tras el parto se p— W
WA = <+ JENP

recoge la placenta y se aisla un cotiledon en el | L E D

laboratorio”. / : ’

Figura 2. Sistema de perfusion ex-vivo de placenta humana

Las circulaciones fetal y materna se reestablecen por un sistema de bombeo, y asi el
transporte de las sustancias de ensayo elegidas pueden ser investigadas. El depdsito fetal (A) se
encuentra en el lado izquierdo y el deposito materno (D) en el derecho, mientras que en la parte
superior de cada uno se situa un dispositivo de agitacion magnética. El tubo del flujo fetal
contiene una trampa de burbujas (B), y por encima de €l se sitian dos bombas peristélticas. En
el centro del sistema se encuentra la camara de perfusion (C). Todo el sistema se encuentra en

un banco de flujo caliente que lo mantiene a una temperatura de 37°C.



2.3. Antecedentes

APAP,
APAP-GLU,
APAP-SULF

APAP,
APAP-GLU,
APAP-SULF

APAP,
APAP-Cys,
APAP-Glc,
APAP-Glth,
APAP-NAC,
APAP-OMe,
APAP-Sul

APAP
APAP-Glc

APAP
APAP-Glc
APAP-Glth
APAP-Sul

Plasma
de rata

PCR a
partir de
sangre
humana
seca

Plasma
de rata

Plasma
humano
y orina

Fase
movil

0.25-20 mg/L

50,0 a 5000
ng/ml

- APAP,
APAP-Glc y
APAP-Sul:

0.1-100 pg/mL

- APAP-Glth,
APAP-Cysy
APAP-NAC:
0.01-2.5
pg/mL

- APAP-OMe:
0.01-1 pg/mL
- APAP: 10-

3000 ng/mL en

plasma

- APAP-Glc:
10-15000
ng/mL en
plasma

Positivo y
negativo

Negativo

Positivo y
negativo

Positivo

Positivo

Fase
inversa
C18 (3.0
pm, 2.1 x
100 mm)
Fase
normal T3
(50 x 2,1
mm, 3,0
pm)

Fase
inversa
C18(2.0x
10 mm, 5

pm)

Fase
inversa
C18 (100
mm x 2.1
mm 3.0

pm)

Fase
nversa
C18
(2.1x100
mm,

1.7 um)

CHzOz al
1%y
MeOH
(80:20,
v/v)

A: 10 mM
formiato
de amonio
en agua
con 0,01%
de
hidréxido
de amonio

B: metanol
A:0.1%
acido
formico en
95% agua

B: 0.1%
acido
formico en
95% ACN

AcN-
MeOH-
agua con
0.0875%
de acido
formico
(4:4:92
V/VIv)

A: 10 mM
acetato de
amonio

B: 100%
ACN

Tabla I. Métodos analiticos optimizados por distintos autores que han sido la base del método analitico disefiado por nosotros

Elucion isocratica.

Tiempo: 10°.

0-0.5:2% B
0.5-2.5’:2a30%B
2.5-2.6:30295% B
Mantener B al 95%
durante 0,5 y luego
bajar B al 2% en el
3,11° seguido por un
equilibro de la
columna durante 4,7’
usando B al 2%
0-1’: 0% B

1-8’: 0-80% B

8-9’: 80% B

9-9,5°: 80-0% B
9,5-16: 0% B

Eluciodn isocratica

Tiempo total: 6,5’

0-1’:0% B

1-5’: 0-50% B
5-7°:50% B
7,1-10°: 50-0% B
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3. OBJETIVOS

El propoésito de este trabajo fue desarrollar y validar un método LC-MS/MS para la
deteccion y cuantificacion del paracetamol y sus dos metabolitos principales (4-acetaminofenil-

B-D-glucurénido y 4-acetaminofenil sulfato) en perfusiones placentarias.

Para llevar a cabo este proyecto colaboraron dos departamentos, la seccion de Ciencias
Bioanaliticas, del departamento de Farmacia, y la seccion de Salud Ambiental, del
departamento de Salud Publica, ambas pertenecientes a la Universidad de Copenhague

(Dinamarca).

En el primer departamento se desarrollaron los métodos analiticos para la determinacion
de las diferentes sustancias, mientras que el segundo fue responsable de llevar a cabo las

perfusiones placentarias y de aportar las pre-perfusiones maternas.

Debido a problemas con el comité €tico (encargado de aprobar las perfusiones), no
pudimos analizar directamente las muestras de perfusion placentaria, por lo que todos los

métodos se desarrollaron ex-vivo utilizando pre-perfusiones maternas.

Dado el caracter experimental del proyecto, el tiempo que se ha invertido en llevarlo a
cabo y los resultados obtenidos, ha sido utilizado como Trabajo de Fin de Grado bajo la

supervision de la profesora Sofia Rodenas de la Rocha.
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4. METODOLOGIA

4.1. Reactivos utilizados en la fase movil

El paracetamol y sus metabolitos fueron adquiridos de Aldrich Chemical Company.
El metanol utilizado para LC-MS fue obtenido de ChemSolute (marca de TH.GEYER).
El acetato de amonio procedié de Merck (Milipore).

El agua milli-Q fue preparada en la casa con UV Direct-Q 3 de Molipore.

La fase movil se prepard segiin es indicado en la Tabla II.

Tabla II. Composicion de la fase movil
10 mM acetato de amonio pH 6,5 (preparado disolviendo 0,77g de

acetato de amonio en 1L de MQ)"
100% MeOH

Preparacion de la solucion patron:

50 mg de APAP/APAP-GLU/APAP-SULF fueron afiadidos en 50 mL de MeOH para

preparar una solucion patron de 1 mg/mL.

La solucién patron de 1 mg/mL fue diluida para obtener una concentracion de 100 pg/mL

tomando 100 pL de la misma y 900 pL de metanol.

Los patrones se prepararon segun se indica en la Tabla III:

Tabla III. Preparacion de los patrones utilizados en fase mévil

200 pL de 100 pg/mL 800 pL
150 uL de 100 pg/mL 850 uL
100 uL de 100 pg/mL 900 uL
50 pL de 100 pg/mL 950 uL
100 uL de 20 pg/mL 900 uL
100 uL de 10 pg/mL 900 uL
100 uL de 5 pg/mL 900 uL
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4.2. Reactivos utilizados en pre-perfusion materna

Pre-perfusion materna:

e Cultivo celular (RPMI 1640, Panum Institute, Universidad de Copenhague)

suplementado con 1 mL de L-glutamina (200 mM), penicilina y estreptomicina

(1%).

e Para ayudar a la disoluciéon de los compuestos lipofilos se afiadieron niveles

fisiologicos de albimina de suero humano (HSA) (30 g/L).

e Las muestras se centrifugaron durante 5 min a 4000 rpm y el sobrenadante se

transfirid a un vial

e Fl sobrenadante se almacen6 a -20°C

30 mg de APAP/APAP-GLU/APAP-SULF fueron afiadidos en 30 mL de ACN para

preparar una solucion patron de 1 mg/mL

Los patrones se prepararon segtn es indicado en la Tabla IV:

Tabla IV. Preparacion de los patrones en pre-perfusion materna

800 plL + 600 L+
200 pL 400 pL
media media
800 pg/mL 600 pg/mL
oopL+ | 100 pL +
300 pL | 300 pL
MeCN MeCN
Centr:ifuged | Centrifuged
15 min, 15 min
11500rpm | 11500 rpm
200 pg/mL 150 pg/mL
100 plL of 100 puL of
supernatant supernatant
+900 pL MQ, +900 uL MQ
20 pg/mL 15 pg/mL

1 mg/mL
400 uL + 200 pL + 100 pL+
600 pL 800 pL 900 pL
media media media
400 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL
100 pL+ 100 pL+ ‘
300 pL 300 pL T
MeCN MeCN
) 800 pL + 400 L + 200 L+
Centrifuged | K
15 min, ¢ f:fr:::uged 200 pt 600 uL 800 uL l
11500 rpm 11500 rpm media media media |
100 pg/mL 50 pug/mL 80 pg/mL 40 pg/mL 20 pg/mL
100 pL+ 100 pL +
100 4l of 100 pl + i
- 100 L of 300uLMeCN | 300 Macn | 300 uL MeCN
iugﬁ]‘znaL::‘Q supematant Centrifuged Centrifuged Centrifuged
¥l +900 pL MO.\ ) 15 min, 15 min, 15 min,
11500 rpm 11500 rpm 1 11500 rpm ¥
10 pg/mL 5pg/mL | 20 pg/mL 10 pg/mL 5 pg/mL
100 pL of 100 pL of 100 pL of
supernatant supernatant supernatant
+900 pL Ma +900 pLMQ +900 uL MQ
2pg/mL || 1pg/mL || 0,5pg/mL

-10 -
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4.3. Instrumentos

Cromatografia liquida: la separacion cromatografica fue llevada a cabo usando HPLC

(Dionex Ultimate 3000) con una columna Kinetex C18 100A (100 mm x 2.1 mm, 2,6 um)

Espectrometro de masas: para la deteccion se usé un espectrometro de triple cuadrupolo

en modo ionizacion positivo (TSQ Quantum Access MAX Triple-Stage Quadrupole Mass

Spectrometer, Thermo Fisher).

4.4. Método

Las condiciones del método analitico desarrollado se incluyen en las tablas V y VI.

Tabla V. Parametros del espectrometro de masas para los distintos compuestos

15 20

1 10
1,97¢7 1,40e6

25 20

0,5 0,5
152,0 328,13

110,0 ;93,0 ;65,0 152,67 ;110,52
Valvula Retorno Valvula Retorno

20

10
5,40e6

20

0,5
232,02

152,4 ;110,76
Valvula Retorno

5000 4977 5000 4977 5000 4976
0,0 0,2 0,0 0,2 0,0 0,2
30 30 25 25 30 30
Tabla VI. Parametros utilizados durante la fase experimental
0-1 min: 3-10 % B
1-6 min: 10-60 % B
. 0o N 0
S g GO 185 o 0 223 bar 5 uL

7-9 min: 100 % B
9-9,1 min: 100-3 % B
9,1-12 min: 3 % B

-11 -
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El paracetamol y sus dos metabolitos principales fueron separados mediante una columna
Kinetex C18 100A (100 mm x 2.1 mm, 2,6 um) usando 10 mM acetato de amonio (pH 6,5) y
MeOH 100%. Todos los componentes fueron eludidos en menos de 7 minutos usando un
gradiente de 12 minutos. La deteccion se llevo a cabo en modo ESI positivo. Los rangos de

concentracion para el método fueron establecidos entre 0,5 y 20 pg/mL.

5.1. Linealidad

Se define linealidad como la capacidad del método para establecer una relacion
directamente proporcional entre la sefial instrumental y la concentracion real de analito en la

11
muestra .

La linealidad se analiza preparando una serie de muestras patron con diferentes
concentraciones conocidas y determinando experimentalmente las concentraciones mediante el
método utilizado. A continuacion se representan graficamente los datos obtenidos
experimentalmente frente a los valores reales, obteniéndose asi una recta con pendiente la
unidad y con valor de ordenada en el origen cero. El coeficiente de correlacion (r) debe ser la

unidad. Generalmente se considera que el método es lineal sir = 0,9900.
Respecto a los resultados obtenidos, tanto en fase movil como en preperfusion materna, los
resultados se consideran aceptables debido a que el coeficiente de correlacion (r) es superior a

0,9900.

En las siguientes graficas se representan las curvas de calibrado obtenidas tanto en fase movil

como en pre-perfusion materna.

12 -
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4 )
APAP, APAP-Glu y APAP-Sulf en fase movil
300
o
8 APAP
8 250
i
x — -
- y = 1E+06x - 85844 APAP-GLU
2 =
R"=0,9994 APAP-SULF
=
g 150
S~
o0
=
S 100 y = 387384x + 39663
s 2 _
g™ R?=0,9988
50 y = 181401x + 61282
R%=0,99756
0
0 5 10 15 20
Concentracion (ug/mL)
G J
Curva de calibrado 1. Paracetamol y metabolitos en fase mévil
4 )
APAP, APAP-Glu y APAP-Sulf en pre-perfusion materna
3 200
S ——— APAP
=) 180
—
= 160 ——APAP-GLU
140 y = 1E+06x + 200161 APAP-SULF
= R?=0,99324
= 120
w
o 100
o 80 y = 305190x + 173743
5 R?=0,99385
60
40
y = 101540x - 5768,9
20 O —0 R?=0,99796
0
0 5 10 15 20
L L
\_ Concentracion (ug/mL) )

Curva de calibrado II. Paracetamol y metabolitos en pre-perfusion materna

- 13-
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5.2. Limites de deteccion

El limite de deteccion (LD) se define como la minima concentracion de analito que puede

ser detectada en una muestra, aunque no necesariamente cuantificada.

El método utilizado en este estudio para conocer el LD ha consistido en realizar medidas
replicadas del blanco de ractivos para después hallar con los datos obtenidos la media aritmética
(X) y la desviacion estandar (S). La siguiente expresion perimite el calculo del limite de

deteccion: LD = Xpianco + 3Shianco

Los limites de deteccion de paracetamol, APAP-GLU y APAP-SULF son los siguientes:

Tabla VII. LD de APAP, APAP-Glu y APAP-Sulf

0,9510 2,1611
1,3593 1,2419
13,6201 2,2888

5.3. Precision

La precision es el grado de concordancia existente entre distintos datos que se han

obtenido de una misma forma, es decir, una medida del error aleatorio.

Para la determinacion de la precision se utiliza el coeficiente de variacion porcentual
(%CV). Asi pues, se determina una misma muestra analitica un nimero de veces, en este caso

tres, y con los datos obtenidos se halla la media aritmética (X) y la desviacion estandar (S).
S
%CV = PR 100

Existen dos formas de evaluar la precision, mediante pruebas intraensayo e interensayo.

Las pruebas intraensayo son aquellas que analizan una misma muestra en un corto periodo
de tiempo bajo las mismas condiciones. Asi pues, el %CV suele ser inferior que en las pruebas
interensayo, ya que en éstas se analiza la misma muestra en distintos periodos de tiempo de

forma que las condiciones pueden variar.
-14-
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De esta manera, el limite méximo de coeficiente de variacion porcentual se establecio en
un 5% para la muestras en fase movil en ambos tipos de pruebas mientras que para las pruebas
en pre-perfusion materna se considerd un maximo de un 5% para las intraensayo y un 10% en
las pruebas interensayo, ya que es mds dificil conseguir una alta precision debido a la

variabilidad de la matriz bioldgica'.

La precision (%CV) es aceptable en todas las muestras debido a que cumplen los limites
establecidos anteriormente a excepcion de la prueba interensayo de APAP-Sulf 5 pg/mL, la

cual supera el limite en un 0,51%.

En la tabla VIII se adjuntan los resultados obtenidos.

Tabla VIIIL. %CYV paracetamol, APAP-Glu y APAP-Sulf

. Intraensayo 1,15
Fase movil

Interensayo 2,42

0,5
P. materna Intraensayo 2,81
i Interensayo 7,88
. Intraensayo 0,45

Fase movil
Interensayo 0,47
5

P. materna Intraensayo 1,47
’ Interensayo 2,78
Fase movil Intraensayo 0,31
Interensayo 1,13

20
P. materna Intraensayo 0,48
’ Interensayo 2,54
Fase movil Intraensayo 3,73
Interensayo 2,42

0,5
P. materna Intraensayo 3,95
i Interensayo 5,05
Fase movil Intraensayo 1,43
5 Interensayo 6,75
P. materna Intraensayo 2,55
’ Interensayo 9,49
Fase movil Intraensayo 1,44
20 Interensayo 4,60
P. materna Intraensayo 1,23
’ Interensayo 5,36
Fase movil Intraensayo 1,45
Interensayo 0,60

0,5
P. materna Intraensayo 1,96
i Interensayo 3,36
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20

Fase movil

P. materna

Fase movil

P. materna
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Intraensayo
Interensayo
Intraensayo
Interensayo
Intraensayo
Interensayo
Intraensayo
Interensayo

1,00
1,07
1,92
10,51
2,39
1,76
5,62
0,41



cia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farn

6. CONCLUSIONES

El método de HPLC-MS/MS desarrollado para analizar paracetamol y sus dos

metabolitos principales permitio la integracion de los tres componentes en un solo método.

La linealidad, la precision y los limites de deteccion han sido muy aceptables a todas las

concentraciones tanto en la fase movil como en la pre-perfusion materna.
Hubiera sido muy interesante trabajar con muestras reales de perfusion placentaria con el

fin de aplicar el método desarrollado, pero quedara como un proyecto futuro una vez que el

comité ético dé su aprobacion.
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