
3.	METODOLOGÍA

2.	OBJETIVOS
Desarrollar y validar un método analítico utilizando LC-MS/MS para la detección y cuantificación del paracetamol (APAP) y dos
metabolitos (4-acetaminofenil-β-D-glucurónido, APAP-GLU, y 4-acetaminofenil sulfato, APAP-SULF) en pre-perfusiones placentarias.

1.	INTRODUCCIÓN	Y	ANTECEDENTES
El paracetamol es el analgésico más comúnmente utilizado en mujeres embarazadas a pesar de que distintos estudios sugieren que es
capaz de atravesar la barrera placentaria libremente, hecho asociado con alteraciones endocrinas e incremento de desarrollo de
asma.
El sistema de perfusión ex-vivo de un cotiledón aislado de placenta humana es un modelo experimental utilizado para investigar el
paso de sustancias a través de la placenta humana y su metabolismo.

Muestras
1.	30	mg	de	APAP	/	APAP-GLU	/	
APAP-SULF	+	30	mL de	ACN:		
obtención	de	la	solución	madre	
de	1	mg/mL
2.	Preparación	de	los	patrones:

Instrumental
• Cromatografía líquida: HPLC (Dionex Ultimate
3000) con columna Kinetex C18 100A (100 mm x
2.1 mm, 2,6 μm)

• Espectrómetro de masas: triple cuadrupolo modo
ESI positivo (TSQ Quantum Access MAX, Thermo
Fisher)

4.	RESULTADOS

5.	CONCLUSIONES
El método de HPLC-MS/MS desarrollado para analizar el paracetamol, el 4-acetaminofenil-β-D-glucurónido y el 4-acetaminofenil sulfato ha permitido la integración de los tres
componentes en un solo método. La linealidad, la precisión y los límites de detección han sido muy aceptables a todas las concentraciones.
Hubiera sido muy interesante trabajar con muestras reales de perfusión placentaria con el fin de aplicar el método desarrollado, pero quedará como un proyecto futuro una vez
que el comité ético dé su aprobación.
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Linealidad

APAP APAP-GLU APAP-SULF

Gradiente Flujo Presión Volumen	
inyección

Fases	
móviles

Rango	de	
concentración

0-1’:	3-10	%
1-6’:	10-60	%	B
6-7’:	60-100	%	B
7-9’:	100	%	B

9-9,1’:	100-3	%	B
9,1-12’:	3	%	B

0,3	mL/min 223	bar 5	μL

A:	10	mM
NH4Ac
pH	6,5
B:	100%	
MeOH

0,5-20	µg/mL

Fig.	1.	Ruta	metabólica	del	paracetamol

Precisión

Componente Concentración	
(μg/mL)

Tipo	de	
ensayo %	CV

APAP

0,5
Intraensayo 2,81
Interensayo 7,88

5
Intraensayo 1,47
Interensayo 2,78

APAP-GLU

0,5
Intraensayo 3,95
Interensayo 5,05

5
Intraensayo 2,55
Interensayo 9,49

APAP-SULF

0,5
Intraensayo 1,96
Interensayo 3,36

5
Intraensayo 1,92
Interensayo 10,51

Fig.	3.	Sistema	de	pefusión placentaria	ex-vivoFig.	2.	Preparación	de	los	patrones	de	pre-perfusión	materna	(MQ:	agua	milli-Q	;	MeCN:	acetonitrilo)

Tabla	I.	Parámetros	del	método	analítico

Curva	de	calibrado	I.	Paracetamol	y	metabolitos	en	pre-perfusión	materna Tabla	II.	%CV	paracetamol,	APAP-Glu y	APAP-Sulf

Límites	de	detección	(pg/mL)
APAP 2,1611
APAP-GLU 1,2419
APAP-SULF 2,2888

La linealidad se considera
aceptable ya que el coeficiente
de correlación (r2) es superior
en todos los casos a 0,9900.
La precisión también se acepta
porque el coeficiente de
variación porcentual (%CV) es
siempre inferior al 10% (con
excepción del APAP-SULF
5 μg/mL, donde se supera en
un 0,51%).
Los límites de detección
obtenidos también se
consideran adecuados.

Tabla	III.	LD	del	paracetamol	y	metabolitos


