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Resumen en español. 

La tuberculosis es un problema de salud a nivel mundial; para su tratamiento se 

incluyen fármacos de primera línea como A, B, C y D. El método estándar de 

muestreo para el control terapéutico es la venopunción y como alternativa de 

micromuestreo se proponen las gotas de sangre seca. En este estudio se 

desarrollaron métodos por UPLC-MS/MS para la cuantificación de estos fármacos en 

muestras plasmáticas y en gotas de sangre seca. Se llevó a cabo la validación de los 

métodos analíticos en ambas matrices y se aplicaron en la cuantificación de los 

fármacos en pacientes con diagnóstico de tuberculosis. Se determinó la 

concordancia y correlación entre las concentraciones de ambas muestras (P<0.05) 

para los cuatro fármacos, lo que indica que es conveniente utilizar la metodología de 

micromuestreo desarrollada para cuantificar y monitorizar los fármacos en el 

tratamiento de la tuberculosis. 

  

Palabras clave: Tuberculosis, fármacos antituberculosos, gotas de sangre seca, 

Monitorización terapéutica de fármacos, espectrometría de masas.  
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Abstract. 

Tuberculosis is a worldwide health problem; First-line drugs such as rifampin, 

ethambutol, isoniazid, and pyrazinamide are included for its treatment. The standard 

sampling method for therapeutic control is venipuncture, and dry blood spots are 

proposed as an alternative to microsampling. In this study, UPLC-MS/MS methods 

were developed for the quantification of these drugs in plasma samples and dried 

blood spots. The validation of the analytical methods was carried out in both 

matrices, and they were applied in the quantification of the drugs in patients 

diagnosed with tuberculosis. The concordance and correlation between the 

concentrations of both samples were determined (P<0.05) for the four drugs, which 

indicates that it is convenient to use the microsampling methodology developed to 

quantify and monitor the drugs in the treatment of tuberculosis. 

Key words: Tuberculosis, antituberculosis drugs, dried blood spots, Therapeutic 

drug monitoring, mass spectrometry.  
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1.0 Introducción. 

La tuberculosis (TB) es un importante problema de salud a nivel mundial y se 

caracteriza por ser una enfermedad causada por el bacilo de Mycobacterium 

tuberculosis. A pesar del progreso que ha existido en el diagnóstico y tratamiento de 

la enfermedad, aún existe un elevado índice de mortalidad asociado a ésta (1). A 

nivel mundial, en el año 2020, 9.9 millones de personas desarrollaron TB y 1.3 

millones murieron por esta causa; sin embargo, a partir de este mismo año se 

observó una disminución en la detección y notificación de los casos por TB, a causa 

de la pandemia por COVID-19 (2). Para el año 2022 a nivel nacional se han 

reportado 14671 casos nuevos de TB. Particularmente, en el estado de San Luis 

Potosí, se registraron 221 casos nuevos de TB pulmonar y 112 casos de TB 

extrapulmonar (3). 

El espectro de la TB incluye una infección latente (estados asintomáticos y no 

infecciosos, anomalía radiológica o falta de evidencia microbiológica), enfermedad 

subclínica temprana (en la cual los síntomas no son prominentes, pero la transmisión 

puede ocurrir) y la enfermedad activa (la cual es sintomática e infecciosa) (4).  La 

exposición a TB es impulsada por lugares congregados, el estado de salud y lugares 

caracterizados por la pobreza (5).  

Existen factores que aumentan el riesgo de desarrollar TB activa, entre los cuales se 

incluyen: el estado inmunocomprometido del paciente, como VIH, desnutrición, 

diabetes, tabaquismo, uso excesivo del alcohol, enfermedad renal terminal, entre 

otros. La TB activa puede causar la muerte en aproximadamente un 50% en 

individuos no tratados, por ello la importancia del diagnóstico temprano y el inicio del 

tratamiento más adecuado (5).  

En función de la etapa del diagnóstico, se distinguen distintas formas de terapia 

contra TB: el tratamiento primario, retratamiento con fármacos de primera línea, 

retratamiento estandarizado con fármacos de segunda línea para TB multirresistente 
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(TB – MFR) y retratamiento individualizado con fármacos de segunda línea para TB – 

MFR (6).  

El tratamiento primario acortado estrictamente supervisado (TAES), es la terapia 

estándar para la TB, cuya duración es de por lo menos 6 meses y se divide en dos 

fases: una intensiva seguida de la fase en sostén durante cuatro meses (6). El 

régimen de tratamiento para la TB susceptible es altamente efectivo, pero el uso de 

diversos medicamentos durante largos periodos de tiempo puede llegar a causar 

frecuentes reacciones adversas, las cuales pueden dar lugar a una interrupción o 

suspensión del tratamiento y como consiguiente el riesgo de fracaso del tratamiento 

o una resistencia bacteriana (7).  

La metodología de monitorización terapéutica de fármacos (Therapeutic Drug 

Monitoring, por sus siglas en ingles TDM) tiene como objetivo medir las 

concentraciones plasmáticas (Cp) de los fármacos, realizar el ajuste de dosis para 

optimizar la exposición al fármaco y mejorar la respuesta al tratamiento. En el caso 

de los pacientes con TB, se deben de tomar dos muestras (a las 2 y 4 horas) 

después de haber sido administrada la dosis, posteriormente se lleva a cabo la 

cuantificación de los fármacos, principalmente  de A y C, la interpretación de dichas 

concentraciones y el respectivo ajuste de dosis en caso de ser necesario (8). Esta 

metodología podría reducir la incidencia de reacciones adversas a los medicamentos 

y aumentar la probabilidad de los resultados exitosos del tratamiento (7). Las 

indicaciones para llevar a cabo TDM en pacientes con TB se priorizan en pacientes 

que presentan reacciones adversas a medicamentos, factores de riesgo como 

infecciones en VIH, concomitancia con diabetes mellitus tipo 2, problemas 

gastrointestinales y otros estados de malabsorción. En estos casos, en los que existe 

una exposición inadecuada a los medicamentos antituberculosos y una posible 

respuesta subóptima al tratamiento, aumenta el riesgo de fracaso al tratamiento y de 

toxicidad. Por lo tanto, la TDM llega a ser útil para acortar el tiempo necesario para 

lograr la respuesta y finalización del tratamiento, proporcionando a los pacientes 

dosis seguras y adecuadas de los fármacos (7).  
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La estrategia de muestreo utilizada de manera convencional para poder llevar a cabo 

TDM es venopunción, dicha estrategia es considerada menos invasiva, los pacientes 

ambulatorios están obligados a frecuentar una clínica o consultorio para las 

extracciones de sangre y además, requieren de una cadena de frío durante su 

transportación; por ello, se plantea la necesidad de implementar alternativas de 

muestreo, tales como las gotas de sangre seca (dried blood spot, DBS por sus siglas 

en inglés) que recientemente han demostrado su utilidad y aplicación en TDM. Cabe 

destacar que los muestreos mínimamente invasivos pueden facilitar su empleo desde 

casa, simplificar la TDM en poblaciones específicas y promover programas en 

entornos remotos y países en desarrollo. Además, estas estrategias de muestreo 

facilitan los estudios de farmacocinética en poblaciones especiales, creando una 

mejor comprensión de la farmacocinética, lo cual permite optimizar aún más los 

regímenes de dosificación, por lo tanto,  se incluyen las siguientes  ventajas en 

comparación con el muestreo convencional(9):  

o Es relativamente sencillo, ya que solo requiere volúmenes de muestra 

pequeños (5 – 35 µL). 

o Facilita el automuestreo por parte del paciente desde su propio hogar con el 

posterior transporte de las muestras secas al laboratorio (para los pacientes 

ambulatorios este enfoque podrá reducir la frecuencia de las visitas a la 

clínica).  

o La conveniencia de la TDM en el hogar ofrece la oportunidad de un 

seguimiento más frecuente del paciente, lo que a su vez puede conducir a una 

mejor adherencia a la terapia y, por lo tanto, a una reducción de los costos de 

atención médica. 

o Esta alternativa facilita el muestreo en pacientes para estudios 

farmacocinéticos en poblaciones especiales.  

Por otra parte, debido al pequeño volumen de muestra que se puede obtener a 

través de un DBS, se requerirá de técnicas analíticas de alta sensibilidad, como 

métodos basados en cromatografía, como la cromatografía líquida de alta resolución 
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(HPLC) y la cromatografía líquida de ultra-alta resolución acoplada a espectrometría 

de masas en tándem (UPLC – MS/MS) (10). La técnica de UPLC-MS/MS es 

especialmente útil como método de bioanálisis para la determinación cuantitativa de 

fármacos antituberculosos de forma simultánea, tanto en muestras de plasma como 

en muestras de DBS, con la finalidad de evaluar la concordancia en los resultados 

obtenidos y validar los márgenes terapéuticos ya estandarizados para plasma, pero 

que aún no han sido establecidos para DBS (7).  

2.0 Antecedentes.  

La TB es tratada con una combinación de medicamentos antimicrobianos para 

prevenir la resistencia adquirida y el fracaso al tratamiento; éste consiste en un 

tratamiento acortado estrictamente supervisado (TAES) que se caracteriza por una 

fase intensiva (con efecto bactericida) con duración de dos meses con los cuatro 

fármacos A, B, C y D y una fase de sostén (con efecto esterilizante) de cuatro meses 

con los fármacos A y C (11). 

2.1 Fármacos de primera línea para el tratamiento de la TB. 

2.1.1 C. 

El fármaco C es un profármaco, que es convertido por la enzima micobacteriana 

catalasa-peroxidasa (codificada por el gen KatG) con efecto bactericida, el cual se 

basa en la inhibición de la síntesis del ácido micólico, alterando la pared celular. Las 

mutaciones en el gen KatG son de los principales mecanismos de resistencia a C 

(12).  

Se administra por vía oral a una dosis estándar de 5 mg/kg de peso corporal total. 

Tiene una unión a proteínas aproximadamente de 10%, un volumen de distribución 

(Vd) de 0.5 a 0.76 L/kg y una vida media (t1/2) de 0.5 a 2 horas. La concentración 

máxima (Cmax) esperada es de 3 a 6 µg/mL (intervalo terapéutico) después de una 

administración por vía oral de 300 mg, la cual se alcanza entre 1 a 2 horas postdosis. 

Si la Cmax es inferior 3 µg/mL se recomienda un aumento de dosis (13,14). Es 

metabolizado en el hígado por la N-acetiltransferasa (NAT2) y después se hidroliza, 
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lo que genera compuestos hepatotóxicos por el citocromo P4502E1; su principal vía 

de eliminación es la vía renal (15). 

Hay diferentes factores que pueden afectar la variabilidad en las concentraciones de 

C, tales como las formulaciones utilizadas, el Índice de masa corporal (IMC), la 

desnutrición y la presencia de polimorfismos asociados con la actividad de NAT2 

(16).  

Existe evidencia de que las diferencias en la biodisponibilidad se pueden deber a las 

diferencias entre los productos farmacéuticos. La baja exposición se relaciona con un 

fracaso al tratamiento y TB - MFR (17,18). 

El IMC, explica la variabilidad en la distribución del fármaco; los pacientes con mayor 

proporción de masa magra en relación con su IMC tienen menor exposición a C 

(18,19).  

Las condiciones fisiopatológicas que se generan de un estado de desnutrición 

afectan la farmacocinética de C; estos cambios incluyen el tiempo de vaciado 

gástrico, ya que esta condición disminuye las Cp de C, lo que puede aumentar el 

riesgo de falla terapéutica e incluso el desarrollo de cepas farmacorresistentes 

(20,21).   

Por otro lado, la presencia de polimorfismos asociados a la actividad de NAT2, 

implican variaciones en las Cp de C, ya que la tasa de acetilación y metabolismo de 

este fármaco cambia en función de la actividad de la enzima y permite distinguir 

entre acetiladores lentos, intermedios o rápidos. Los acetiladores lentos de C pueden 

ser más susceptibles a la hepatotoxicidad debido a las Cp más altas del fármaco y 

viceversa, acetiladores rápidos pueden presentar concentraciones por debajo del 

intervalo terapéutico (22).  

Existen técnicas moleculares como la PCR (reacción en cadena de la ADN 

polimerasa) que permiten la identificación de los tres fenotipos, es decir, acetiladores 

rápidos, intermedios y lentos. Los siguientes polimorfismos de un solo nucleótido 

(SNP) en sitios diferentes del gen que codifica para la NAT2 tienen un efecto 
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fenotípico considerable sobre la actividad de N-acetilación: 282 C>T, 341 T>C, 481 

C>T, 590 G>A, 803 A>G y 857 G>A (7).  

Por lo anterior, es importante considerar el fenotipo acetilador con la finalidad de 

complementar la TDM de C basada en la medición de las Cp y la determinación del 

genotipo de NAT2 en cada paciente para facilitar la interpretación de los resultados y 

optimizar el ajuste de dosis. 

2.1.2 A. 

El fármaco A es un antimicrobiano con actividad bactericida, el cual bloquea la 

transcripción inhibiendo la ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriano. La 

resistencia al fármaco A se explica por las mutaciones en el gen rpoB, el cual codifica 

a la subunidad beta del ARN polimerasa (23). 

Se administra por vía oral de 8 a 12 mg/kg de peso corporal total. Tiene una unión a 

proteínas del 75 al 85%, aproximadamente. El Vd es de 1.6 L/kg y la t1/2 de 1.5 a 5 

horas. La Cmax esperada es de 8 a 24 µg/mL (intervalo terapéutico) y el tiempo para 

alcanzarla puede variar de 2 hasta 6 horas después de una administración oral de 

600 mg; cuando la Cmax es menor a 8 µg/mL se recomienda administrar una dosis 

mayor. Es metabolizada por una esterasa hepática y tiene una excreción fecal y renal 

(24,25).  

Dentro de los factores que modifican su farmacocinética se encuentran la 

biodisponibilidad, las interacciones, principalmente con alimentos, el peso, la 

autoinducción presentada por A y el tiempo en tratamiento (18).  

Al igual que en C, las variaciones en la biodisponibilidad se pueden deber a las 

diferencias entre los productos farmacéuticos, principalmente por la presencia de C y 

por el uso de ciertos excipientes que disminuyen su absorción (18).  

Por otro lado,  la presencia de alimentos antes de la ingesta del medicamento 

provoca una disminución en la Cmax alcanzada, aumentando el riesgo de generar 

resistencia bacteriana (26). Si el paciente se encuentra en un estado de desnutrición, 
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la farmacocinética de A se verá afectada, ya que dentro de los cambios 

fisiopatológicos, el tiempo de vaciado gástrico se retrasa provocando la disminución 

de las Cp (20,21).  

Para la dosificación optimizada en A se considera el peso corporal total (27); sin 

embargo, hay estudios en los que, pacientes con pesos extremos, tanto bajos como 

altos, presentan una menor exposición, por ello, las personas en esta condición 

necesitan una mayor dosis de mantenimiento (18). 

Además, se ha documentado que la exposición crónica a A genera un estado de 

autoinducción metabólica, dando lugar a la disminución en la exposición de A con el 

tiempo; dicha autoinducción se ve completada a las dos semanas después de haber 

iniciado el tratamiento (28). 

2.1.3 D. 

El fármaco D es un antimicrobiano con actividad bactericida y un profármaco.  Su 

mecanismo de acción no se encuentra bien definido, pero la hipótesis es que 

acidifica el citoplasma celular de la bacteria (29). 

Se recomienda una dosis de 25 mg/kg diariamente por vía oral. Se une 

aproximadamente un 10% a proteínas; su Vd es de 0.75 a 1.65 L/kg y la t1/2 de 9 a 

10 horas. La Cmax >35 µg/mL se alcanza de 1 a 2 horas después de una dosis de 

1600 mg; el intervalo terapéutico en plasma es de 20 a 50 µg/mL (30). Sufre 

metabolismo hepático por la enzima aldehído oxidasa y se excreta por orina (31).   

Como parte de los factores que afectan la farmacocinética de D, se encuentra la 

desnutrición que pueden presentar los pacientes con TB, ya que el tiempo de 

vaciado gástrico se verá retrasado, provocando la disminución en las Cp (20,21).  

2.1.4 B. 

El fármaco B es un antimicrobiano con propiedades bactericidas, el cual actúa 

inhibiendo la enzima arabinosil transferasa, lo que a su vez inhibe la síntesis de 

arabinogalactano, compuesto que forma parte de la pared bacteriana. Las 
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mutaciones en el gen embB que codifica a la enzima arabinosil transferasa están 

relacionadas con la resistencia a B (32).  

Por vía oral, se administra a una dosis diaria de 15 a 25 mg por kilogramo de peso, 

con la cual se espera una Cmax entre 2 a 6 µg/mL (intervalo terapéutico) de 2 a 4 

horas después de la administración de 1200 mg. Se recomienda un ajuste de dosis 

cuando la Cmax es menor a 2 µg/mL. Se une de 10 a 30% a proteínas, su Vd es de 

1.6 a 3.89 L/kg y la t1/2 es de 2.5 a 4 horas; sufre metabolismo hepático y se excreta 

por orina (33,34).   

Los factores que pueden modificar la farmacocinética de B son el estado de 

malnutrición que el paciente puede llegar a presentar por el padecimiento de TB, 

causando un retraso en el vaciado gástrico, lo que provoca la disminución en las Cp  

(20,21).  

2.2 Monitorización terapéutica de fármacos de primera línea. 

La tasa de éxito al tratamiento para pacientes con TB tratados con fármacos de 

primera línea es del 74% (2); sin embargo, se ha comprobado que el establecimiento 

de un programa permanente de monitorización y seguimiento farmacoterapéutico 

permitirá alcanzar tasas de curación hasta de 95% (8). Existen problemas como la 

alta variabilidad en la respuesta al tratamiento, lo cual puede derivar en desenlaces 

clínicos adversos como el fallo terapéutico, mayor duración de la fase intensiva, 

recaídas, desarrollo de cepas farmacorresistentes e incluso el fallecimiento del 

paciente. Una de las técnicas para medir la exposición a los fármacos, ajustar la 

dosis y mejorar la respuesta al tratamiento en pacientes con TB de manera 

individualizada es la TDM, la cual se puede definir como la determinación de las Cp 

para poder adaptar la dosis y lograr los objetivos, los cuales hacen referencia a 

maximizar la eficacia y minimizar la toxicidad (16).  
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2.3 Métodos de cuantificación para fármacos antituberculosos 

de primera línea.  

Entre los métodos analíticos disponibles para la cuantificación de los fármacos 

antituberculosos de primera línea se encuentran las técnicas por cromatografía 

liquida. Por muchos años, los métodos por HPLC acoplado a un detector UV (HPLC 

– UV) fue la técnica principal para la cuantificación de estos fármacos en muestras 

biológicas, sin embargo, en los últimos años se ha observado un aumento en el uso 

de las técnicas por cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas, 

debido a una mayor sensibilidad y selectividad en comparación con los métodos por 

HPLC – UV. Las diferencias de los métodos cromatográficos difieren en la fase móvil 

empleada, la columna utilizada, el sistema de bombeo y el volumen de inyección 

necesario para poder llevar a cabo la separación cromatográfica y cuantificación 

simultánea de los fármacos (12).  

2.4 Estimación bayesiana. 

El ajuste Bayesiano tiene como ventaja emplear una o dos Cp de fármaco en el 

paciente para estimar los parámetros farmacocinéticos individuales; con esta 

metodología es posible predecir con un alto grado de confiabilidad, el perfil 

farmacocinético completo en el paciente al estimar parámetros tales como Cmax, 

tiempo máximo (Tmax), CL, Vd, constante de absorción (Ka) y t1/2 en etapas 

posteriores del tratamiento (8,36,37). 

El modelo estadístico Bayesiano requiere de información previa, procedente de 

modelos farmacocinéticos poblacionales que hayan sido construidos, de preferencia 

con datos de la población a la que pertenece el paciente, o en su defecto, de una 

población con la que comparta características demográficas y clínicas, entre otras. 

Los parámetros farmacocinéticos poblacionales ya conocidos, aunados con la nueva 

información de las Cp obtenidas en la monitorización del fármaco de interés, se 

integran en un software farmacoestadístico con la finalidad de estimar los parámetros 

farmacocinéticos correspondientes a cada paciente. Finalmente, los parámetros 
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estimados se emplean para realizar el ajuste de las dosis que deriven en Cp dentro 

de intervalo terapéutico (36). 

2.5 Muestreo convencional y en DBS. 

De manera convencional, las concentraciones de los fármacos antituberculosos se 

miden en plasma o suero a partir de la toma de muestra de sangre venosa periférica 

y la posterior separación de dichos componentes. En últimas fechas, han surgido 

procedimientos que permiten la cuantificación de fármacos mediante estrategias 

menos invasivas y de fácil manejo, tales como el muestreo por DBS, la cual, puede 

ser una alternativa en el muestreo convencional, ya que, a comparación de la 

muestra de sangre venosa, solo se requiere un pinchazo en el dedo para obtener las 

DBS, las cuales son colocadas en un papel filtro especial y se mantienen secas 

hasta su posterior análisis (38). Actualmente se utiliza la metodología por DBS por 

los beneficios que ofrece dado el bajo volumen de sangre requerida (<50 µL), en 

algunas ocasiones el analito es más estable y existe un riesgo biológico menor, 

además de incluir una mayor disponibilidad de monitorización terapéutica en área 

rurales, lo que permite disminución de costos de almacenamiento y transporte (39).  

En DBS, los componentes endógenos de la sangre pueden provocar interferencias o 

efectos de matriz durante el análisis, lo que podría afectar negativamente los 

resultados analíticos obtenidos. Para evitar que los fármacos formen complejos 

quelatos, se emplea EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) cuya función radica en la 

precipitación de componentes endógenos. Por otro lado, se debe considerar la 

evaluación del hematocrito y el volumen del DBS, ya que estos parámetros podrían 

influir en los resultados (40).  

El método de DBS se ha aplicado con éxito en los 4 fármacos de primera línea por 

separado, lo que respalda su uso como una alternativa de muestreo en pacientes 

con TB (38,40–42). 
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3.0 Justificación 

La TB es una de las principales causas de muerte por un solo microorganismo, 

siendo una de las enfermedades de prioridad en salud pública en nuestro Estado y 

que demanda mayor vigilancia y control epidemiológico por parte de las autoridades 

sanitarias. El esquema de tratamiento de primera línea demanda el empleo intensivo 

de A, B, C y D  en la etapa inicial del tratamiento. A pesar de que la estrategia TAES 

reporta tasas de curación de 74%, esta cifra es considerada como subóptima debido 

a la incrementada morbilidad y farmacorresistencia de esta enfermedad infecciosa. A 

lo anterior se suma el metabolismo de C afectado por los polimorfismos presentes en 

los genes que codifican a la enzima NAT2, modificando las Cp del paciente, por lo 

tanto, es requerido realizar genotipificación de los SNPs y visualizar cómo el fenotipo 

presente influirá en las concentraciones de C (22).  

La optimización en el tratamiento puede disminuir la mortalidad, reducir el fracaso y 

abandono al tratamiento (11). La TDM es una metodología para optimizar los 

tratamientos individuales en pacientes con TB ya que se requiere un tratamiento a 

largo plazo. La implementación requiere de diferentes enfoques de acuerdo con las 

necesidades específicas. Uno de estos enfoques es la utilización de métodos 

distintos a las extracciones de sangre venosa con grandes volúmenes, además 

puede ser utilizado para evitar concentraciones tóxicas y reacciones adversas a 

medicamentos (39).  

La mayoría de los programas de monitorización emplean el método convencional por 

el cual analizan uno o varios fármacos de primera línea mediante punción venosa, 

para después llevar a cabo una extracción a partir del plasma obtenido y así 

analizarlo posteriormente. Este tipo de toma de muestra puede causar molestias en 

los pacientes. Actualmente, con los avances en la disponibilidad de instrumentación 

analítica sensible, se ha tenido gran interés el uso de micromuestras (muestras < 50 

µL) (43). Entre estos métodos se encuentra la técnica de DBS, la cual ofrece 

diferentes beneficios como el ser un método mínimamente invasivo, una recolección 



 

 12 

de muestra simplificada, un volumen sanguíneo bajo, almacenamiento y 

transferencia convenientes y un riesgo biológico reducido (44).  

Las DBS aplican el uso de una gota de sangre obtenida por pinchazo en un dedo de 

la mano, mediante el uso de una lanceta. La sangre se deja secar a temperatura 

ambiente. Normalmente, se perforan discos de aproximadamente 3 mm de diámetro 

y se lleva a cabo la extracción y mediante técnicas de UPLC – MS/MS, se pretende 

analizar simultáneamente estos fármacos reproduciendo y optimizando técnicas ya 

publicadas (45). 
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4.0 Hipótesis.  

La aplicación de un proceso de micromuestreo por DBS permitirá la cuantificación de 

las concentraciones de A, B, C y D mediante UPLC-MS/MS, como alternativa de la 

toma de muestra sanguínea convencional en pacientes con TB. 

5.0 Objetivos.  

5.1 Objetivo general. 
 

Desarrollar y validar un método por UPLC-MS/MS para cuantificar simultáneamente 

A, B, C y D en DBS, como alternativa de muestreo del método convencional, para 

demostrar su aplicación en la monitorización farmacocinética de pacientes con TB. 

5.2 Objetivos particulares.  
 

o Desarrollar y validar un método por UPLC-MS/MS para cuantificar 

simultáneamente concentraciones plasmáticas de A, B, C y D. 

o Desarrollar y validar un método por UPLC-MS/MS para cuantificar 

simultáneamente los fármacos de A, B, C y D a partir de DBS. 

o Cuantificar A, B, C y D en muestras plasmáticas obtenidas por venopunción y por 

DBS de manera simultánea en pacientes bajo tratamiento anti-TB a las 2 y 4 

horas postdosis. 

o Interpretar las concentraciones plasmáticas obtenidas de manera individual 

mediante la estimación bayesiana de los parámetros farmacocinéticos de A y C 

con el programa NONMEM v7.4.  

o Determinar la correlación y concordancia entre las concentraciones obtenidas de 

A, B, C y D en muestras de plasma y en DBS de pacientes con TB. 
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6.0 Material y métodos. 

6.1.1 Equipos y reactivos.  

Equipo.  

o Se utilizó el Cromatógrafo de Líquidos ACQUITY UPLC clase H acoplado a un 

espectrómetro de masas en tándem XEVO TQD (Waters®).  

o Vortex mixer. 

o Centrífuga. 

o Sonicador. 

o Ultracongelador. 

Reactivos. 

o Estándares de referencia: 

C, pureza del 99.8%; A, pureza del 96.1%; B, pureza del 100% y D, pureza del 

99.96%. 

o Agua HPLC. 

o Acetonitrilo. 

o Ácido fórmico. 

o Metanol. 

o Kit de extraccion de DNA. 

o Sondas TaqMan™: 

o PCR TaqMan™ Master mix. 

o Agua libre de DNAsas. 

o Isopropanol grado biología molecular. 

o Alcohol etílico grado biología molecular. 
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6.1 Condiciones de espectrometría de masas. 

Para establecer las condiciones de espectrometría de masas, se realizaron 

infusiones directas de estándares en solución acuosa de cada uno de los analitos y 

se establecieron y optimizaron los parámetros generales y específicas para llevar a 

cabo la identificación y cuantificación de A, B, C y D. 

6.2 Estandarización de las condiciones cromatográficas. 

6.2.1 Preparación de las soluciones patrón.    

Las soluciones patrón de B y C se prepararon en concentración de 2 mg/mL. A partir 

de éstos se preparó una mezcla a un 1 mL de volumen final, para obtener las 

concentraciones de 1 mg/mL; para A y D la concentración final fue de 1 mg/mL y 5 

mg/mL. 

6.2.2 Método cromatográfico para plasma. 

Para la estandarización de la técnica cromatográfica se realizaron pruebas 

preliminares para determinar las condiciones que garanticen la correcta elución de 

los fármacos antituberculosos. 

Se evaluaron dos tipos de columnas y se seleccionó de de estas por la mejor 

obtención en la forma de los picos de los cuatro fármacos antituberculosos. Se utilizó 

un sistema de bombeo en gradiente y se determinó el volumen de inyección 

adecuado con base a la señal analítica. 

6.2.3 Pruebas para la extracción de los analitos en plasma.  

Para llevar a cabo la estandarización del método de extracción se realizaron 

diferentes pruebas.  

Inicialmente, para el pretratamiento de las muestras en plasma se ensayó con 

extracciones líquido – líquido. El método de extracción requirió un volumen del 

estándar o control a los cuales se les adicionó un solvente orgánico, se agitó y se 

realizaron una serie de centrifugaciones para obtener el sobrenadante. 
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Para estas pruebas se decidió ocupar un estándar de baja concentración para 

evaluar el índice señal/ruido a bajas concentraciones.  

6.2.4 Preparación de la curva de calibración y muestras 

control de calidad en plasma. 

Se prepararon las curvas de calibración y muestras control de calidad: muestra 

control baja, media, alta y diluida (MCB, MCM, MCA y MCD). 

6.2.5 Método cromatográfico inicial para DBS. 

Como condiciones iniciales para llevar a cabo la separación cromatográfica de los 

cuatro antituberculosos en DBS, se ocuparon las condiciones finales establecidas en 

plasma, realizando ajustes con base en la forma del pico y al índice señal/ruido.  

6.2.6 Estandarización del hematocrito.  

La sangre completa ocupada para la preparación de curvas de calibración y 

muestras de control de calidad se ajustó a un nivel de hematocrito. Para este 

propósito, se midió el hematocrito inicial de la sangre completa a utilizar; de forma 

empírica se añadió o eliminó el plasma necesario para obtener el hematocrito. 

6.2.7 Estandarización del método de extracción en DBS. 

Se probaron diferentes métodos de extracción, los cuales consistieron en 

extracciones líquido – líquido. Se prepararon los estándares a una concentración 

establecida en sangre completa, se mezclaron y posteriormente, se tomó un volumen 

específico y se colocó en tarjetas especiales. Las tarjetas impregnadas con la sangre 

completa se dejaron secar, posterior a esto se perforaron las tarjetas. Se probaron 

dos solventes de extracción para extraer a los cuatro antituberculosos, así como una 

mezcla de solventes. Se agitó el contenido dentro del tubo eppendorf y 

posteriormente se centrifugó. Finalmente se tomó el sobrenadante y se colocó en un 

vial para su posterior análisis.  
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6.2.8 Preparación de curva de calibración y controles de 

calidad en DBS. 

La curva de calibración y muestras control de calidad se prepararon por dilución.  

6.3 Validación del método analítico en plasma y DBS. 

Para realizar la validación del método analítico para plasma, se siguieron los 

lineamientos establecidos en el apartado 9 de la NORMA Oficial Mexicana NOM-177-

SSA1-2013, que establece las pruebas y procedimientos para demostrar que un 

medicamento es intercambiable (46) y en la guía internacional de validación de 

métodos de bioanálisis de la Food and Drug Administration (47). Adicionalmente para 

DBS se siguió la guía de desarrollo y validación de métodos basados en DBS para la 

TDM, 2019 (48). Los métodos se evaluaron en términos de selectividad, efecto de 

matriz y efecto de acarreo para métodos por espectrometría de masas, linealidad, 

precisión y exactitud, repetibilidad y reproducibilidad y estabilidad de la muestra, 

además se evaluó el efecto del hematocrito para DBS.  

6.3.1 Selectividad. 

Se analizaron 6 unidades individuales de muestras blanco de matriz (plasma y DBS). 

La respuesta analítica (expresadas como ABC: Área bajo la curva) próximas al 

tiempo de retención de cada analito deben ser menores al 20% del ABC con 

respecto al límite inferior de cuantificación. Adicionalmente, para plasma se utilizaron 

muestras blanco lipémica, hemolizada, con anticoagulante de heparina y EDTA.  

6.3.2 Efecto matriz para métodos por espectrometría de 

masas.  

Se extrajeron 6 muestras individuales de matriz blanco (plasma y DBS) y 

posteriormente se les adicionó el analito, para poder obtener la respuesta analítica 

correspondiente. Además, se analizaron individualmente 6 unidades del analito en 

solución (agua) y posteriormente se calculó el factor de matriz normalizado (FMN). 

Se utilizaron MCB y MCA en matriz y en solución para el cálculo del FMN.  
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FMN =
Respuesta del analito matriz (ABC)

Respuesta del analito en solución (ABC)
 

El porcentaje de CV del FMN calculado en las 6 unidades de cada control no debe 

ser mayor al 15%.  

6.3.3 Efecto acarreo para métodos por espectrometría de 

masas. 

Se realizaron 3 inyecciones de la misma muestra blanco (plasma y DBS), siendo una 

antes y dos después de una inyección del límite superior de cuantificación de la 

curva de calibración. El ABC próxima al tiempo de retención de cada analito debe ser 

menor al 20% ABC con respecto al LIC.     

6.3.4 Límite de detección. 

Mediante el uso de la desviación estándar (DE) de la respuesta de 6 unidades de 

muestras blanco de matriz biológica y la pendiente obtenida a partir de la curva de 

calibración (m), se obtuvo el límite de detección (LD) para AB, B, C y D con la 

siguiente fórmula (49): 

LD =
3.3 DE

m
 

6.3.5 Linealidad. 

Se caracterizaron al menos 6 concentraciones para la curva de calibración de cada 

fármaco. Cada curva de calibración incluyó una muestra blanco de matriz biológica 

(sin la adición del analito). Fueron evaluadas tres curvas de calibración en cada día 

de trabajo.  

Se determinó el modelo matemático adecuado a la relación entre la concentración y 

la respuesta, la cual fue una regresión lineal; por ello, se reporta la pendiente (m), la 

intersección con el eje Y (b), el coeficiente de correlación (r) y el coeficiente de 

determinación (r2).   
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Los resultados de la concentración recuperada de la curva de calibración deben 

estar dentro del 80 - 120%. 

6.3.6 Precisión y exactitud. 

Repetibilidad. 

En un mismo día se analizaron por quintuplicado las siguientes muestras: límite 

inferior de cuantificación (LIC), MCB, MCA y MCD. Se calculó la concentración 

obtenida para cada nivel interpolando la respuesta analítica en la curva de 

calibración. El valor de porcentaje de coeficiente de variación (CV) no debe ser 

mayor que el 15%, excepto para el LIC, el cual debe ser menor o igual al 20%.  

De los datos de repetibilidad se calculó la desviación de la concentración obtenida 

con respecto al valor nominal empleando la siguiente ecuación:  

Desviación (%) =
Concentración adicionada − concentración obtenida

Concentración adicionada 
∗ 100 

El valor medio del porcentaje de desviación debe encontrarse entre ±15%, excepto 

para el límite inferior de cuantificación, el cual debe ser ±20%. 

Reproducibilidad. 

Se analizaron por quintuplicado en tres corridas analíticas diferentes, las muestras 

control: LIC, MCB, MCM y MCA. Para cada muestra control se calculó la 

concentración obtenida interpolando la respuesta analítica en la curva de calibración. 

El valor de porcentaje de CV no debe ser mayor que el 15%, excepto para el límite 

inferior de cuantificación, el cual debe ser menor o igual al 20%. 

De los datos de reproducibilidad se calculó la desviación de la concentración 

obtenida con respecto al valor nominal, el valor medio del porcentaje de desviación 

debe encontrarse entre ±15%, excepto para el límite inferior de cuantificación, el cual 

debe ser ±20%. 
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6.3.7 Estabilidad de la muestra.  

Se determinaron las condiciones de temperatura y tiempo en las que los fármacos 

permanecen estables en la matriz biológica. Se analizaron por triplicado las MCB, 

MCM y MCA, las concentraciones obtenidas fueron comparadas con las 

concentraciones nominales. El porcentaje de desviación debe cumplir con el criterio 

del ±15% para poder aceptar la prueba. 

Estabilidad a corto, mediano y largo plazo en plasma. 

Se determinó la estabilidad a 20, 40 y a 50 días en congelación a -80°C. 

Estabilidad en DBS. 

Se determinó la estabilidad a 3 y 6 días en refrigeración (4 – 8°C) y temperatura 

ambiente (~20°C). 

Estabilidad en el automuestreador a 24 horas. 

Se determinó la estabilidad en el automuestreador a 24 horas a una temperatura de 

10°C.  

Estabilidad ciclos congelación – descongelación en 

plasma.  

Se evaluó la estabilidad de los analitos en plasma, almacenadas a la temperatura de 

congelación (-80°C) por al menos 12 horas, se descongelaron completamente a 

temperatura ambiente y se volvieron a congelar por al menos 12 horas bajo las 

mismas condiciones. Se determinaron las estabilidades a 1, 2 y 3 ciclos congelación 

– descongelación.  

6.3.8 Evaluación del nivel de hematocrito en DBS. 

Para evaluar el impacto del nivel de hematocrito, se evaluó con MCB, MCM y MCA 

por triplicado, ajustando a un nivel de hematocrito bajo y alto. Las concentraciones 
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obtenidas fueron comparadas con las concentraciones nominales. El porcentaje de 

desviación debe cumplir con el criterio del ±15% para poder aceptar la prueba. 

6.4 Aplicación del método cromatográfico en el análisis de 

muestras de pacientes con TB. 

El estudio fue aprobado por el Comité de Investigación y por el Comité de Ética en 

Investigación del Hospital Dr. Ignacio Morones Prieto y por el Comité de Ética en 

Investigación y Docencia de la Facultad de Ciencias Químicas. 

6.4.1 Diseño del estudio. 

El estudio tuvo un diseño analítico, transversal y prospectivo.  

6.4.2 Tipo de muestreo. 

El muestreo fue no probabilístico consecutivo. 

6.4.3 Universo de estudio. 

El estudio se llevó a cabo con pacientes con TB en tratamiento con los cuatro 

fármacos durante la fase intensiva de la terapia, a los cuales se les dio a firmar la 

carta de consentimiento informado. 

Criterios de selección: 

o Inclusión: 

Pacientes de ambos sexos ≥ 18 años,  

Pacientes con diagnóstico confirmado de TB bajo esquema TAES 

en fase intensiva. 

Firma de la carta de consentimiento informado. 

o No inclusión:  

Mujeres embarazadas o en lactancia. 

Pacientes con trastornos hepáticos o renales.   

Pacientes con TB-MFR. 
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o Eliminación:  

Retiro del consentimiento informado.  

Pacientes que presenten dificultad en la toma de muestra. 

6.5 Administración de medicamentos y toma de muestras. 

La administración de la dosis indicada para A, B, C y D para cada paciente se llevó a 

cabo conforme las indicaciones del médico. Posteriormente, se tomaron las muestras 

a las 2 y 4 horas postdosis.  

o Muestra de sangre venosa periférica.  

A cada paciente se le tomó una muestra sanguínea de 4 mL procedente de la vena 

cubital media en tubo Vacoutainer con heparina y EDTA como anticoagulante. 

Las muestras para la cuantificación de fármacos en plasma fueron centrifugadas a 1300 

rpm por 10 min a 4 °C, se separó el plasma en tubos eppendorf y fueron conservadas 

para su posterior análisis. 

o Muestra de sangre capilar.  

Se aplicó un masaje en el dedo índice para estimular la circulación de la sangre. Con 

una torunda con alcohol se procedió a desinfectar, posteriormente, se realizó la 

punción con una lanceta. Se tomó un volumen especifico de sangre y se transfirieron 

y dejaron secar a temperatura ambiente a una tarjeta especial, posteriormente se 

almacenaron en refrigeración para su posterior análisis.  

6.7 Cuantificación de las concentraciones plasmáticas y en 

DBS. 

Cada muestra fue resguardada conforme a las condiciones de almacenamiento 

validadas y el día del análisis fueron tratadas conforme al método de extracción 

establecido para cada tipo de muestra. Previo a la determinación de las 

concentraciones de los diferentes pacientes se analizaron curvas de calibración para 

cada fármaco, así como las muestras de control de calidad. En la curva de 

calibración respectiva se interpoló la respuesta medida en el equipo UPLC - MS/MS 
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para cada muestra problema con la finalidad de obtener la correspondiente 

concentración plasmática y en DBS. 

6.6 Genotipificación. 

Para la establecer el fenotipo acetilador de cada paciente se determinaron 7 SNP en 

NAT 2, utilizando PCR en tiempo real acoplado a sondas TaqMan™ para el análisis 

del ADN genómico extraído de sangre venosa periférica. 

6.6.1 Extracción de ADN.  

Para llevar a cabo las extracciones de ADN, se empleó un kit comercial. 

6.6.2 PCR en tiempo real.  

Para llevara a cabo la PCR en tiempo real, se emplearon sondas TaqMan, PCR 

TaqMan Master mix, el cual contiene los componentes necesarios para la PCR y el 

ADN de los pacientes.  

6.8 Estimación bayesiana y ajuste de dosis.  

Para la obtención de los parámetros farmacocinéticos individuales de A y C se llevó a 

cabo la estimación bayesiana. Se crearon bases de datos con la información de cada 

paciente, tomando en cuenta las Cp determinadas a las 2 y 4 horas postdosis. Para 

C se utilizó el modelo farmacocinético poblacional desarrollado por Huerta y cols., 

2020 (19), en el cual, como covariables de interés se añade el IMC y fenotipo 

acetilador de cada paciente; para A el modelo desarrollado por Medellín S. y cols., 

2020 (27) y como covariable el peso total del paciente. 

Se realizó el ajuste de dosis en aquellos pacientes que presentaban Cp por debajo 

del intervalo terapéutico para C (3 – 6 µg/mL) y A (8 – 24 µg/mL). Se procedió a 

determinar las Cp sustituyendo la dosis inicial por el nuevo régimen de dosificación 

sugerido y se determinó si las nuevas concentraciones esperadas se encontraban 

dentro del intervalo terapéutico para cada fármaco.  
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6.9 Análisis estadístico.  

Para determinar el grado de concordancia y asociación entre las concentraciones en 

plasmáticas y por DBS, se realizó un análisis de regresión lineal y de correlación. 
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7.0 Resultados. 

7.1 Validación de los métodos analíticos. 

7.1.1 Selectividad. 

Se obtuvo el porcentaje de ABC con respecto al LIC promedio, el cual debe ser 

menor al 20%, tanto en muestras blanco de plasma como de DBS. 

7.1.2 Efecto matriz para métodos por espectrometría de 

masas.  

Se calculó el FMN, DE y el porcentaje de CV, el cual fue menor al 15%. 

7.1.3 Efecto acarreo para métodos por espectrometría de 

masas. 

Se obtuvo el porcentaje de ABC de muestras blanco inyectadas en plasma y DBS. El 

porcentaje de ABC con respecto al LIC fue menor al 20%. 

7.1.4 Límite de detección. 

Se obtuvieron los LD para cada fármaco en plasma y DBS, calculados a partir de la 

señal promedio de 6 blancos de matriz biológica. 

7.1.5 Linealidad. 

Se construyeron las curvas de calibración con el ABC y las concentraciones 

empleadas. Se determinó la media del ABC, la DE y el porcentaje de recobro de 

cada estándar de la curva de calibración para plasma y DBS. Además, se presentan 

los datos de m, b, r y r2.  

7.1.6 Precisión y exactitud. 

Se evaluó la precisión y exactitud en términos de repetibilidad y reproducibilidad. El 

porcentaje de CV para las muestras control fue menor al 15% y para el LIC menor al 

20%. Para evaluar la exactitud se calculó el porcentaje de desviación, el cual se 

encontró entre el ±15% con respecto al valor promedio de las concentraciones 
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recuperadas para las MCB, MCM y MCA, mientras que para el LIC fue entre el 

±20%.  

7.1.7 Estabilidad de las muestras en plasma y DBS.  

Estabilidad a corto, mediano y largo plazo en plasma.  

Se determinó la estabilidad a 20, 40 y 50 días, para plasma. El porcentaje de 

desviación se encontró entre el ±15%. 

Estabilidad a corto, mediano plazo en DBS. 

Se evaluó estabilidad con MCB, MCM y MCA por triplicado en dos formas de 

almacenamiento a corto y mediano plazo. El porcentaje de desviación se encontró 

entre el ±15%. 

Estabilidad en el automuestreador a 24 horas. 

Se evaluó la estabilidad con MCB, MCM y MCA por triplicado en muestras de plasma 

y DBS a las 24 horas a 10°C. El porcentaje de desviación se encontró entre el ±15%. 

Estabilidad ciclos congelación – descongelación en 

plasma. 

Se evaluó la estabilidad a 1, 2 y 3 ciclos congelación-descongelación. El porcentaje 

de desviación se encontró entre el ±15%. 

7.1.8 Evaluación del nivel de hematocrito en DBS. 

Se evaluaron MCB, MCM y MCA por triplicado, ajustando a un nivel de hematocrito 

bajo y alto. El porcentaje de desviación se encontró entre el ±15%. 
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7.2 Aplicación del método cromatográfico en el análisis de 

muestras de pacientes con TB. 

Para comprobar la utilidad de los métodos validados, se analizaron las muestras 

correspondientes a 15 pacientes con diagnóstico confirmado de TB con tratamiento 

en fase intensiva.  

Se obtuvieron las concentraciones plasmáticas de A, B, C y D a las 2 y 4 horas 

postdosis. La mayoría de los pacientes presentaron Cp subterapéuticas de A y C. 

Para B y D, el mayor porcentaje de pacientes presentó Cp dentro del intervalo 

terapéutico.  

Se determinaron las concentraciones en DBS a las 2 y 4 horas postdosis. Al realizar 

la comparación de las concentraciones en DBS con el intervalo terapéutico reportado 

en plasma se observa que el porcentaje de pacientes con Concentraciones dentro 

del intervalo terapéutico disminuyen para A y C. Para el caso de B aumentaron las 

concentraciones por encima del intervalo y para D, las concentraciones 

permanecieron similares.  

7.3 Estimación bayesiana y ajuste de dosis.  

Se estimaron los parámetros farmacocinéticos para los 15 pacientes con TB por el 

método bayesiano. 

El ajuste de dosis se llevó a cabo mediante la estimación de las Cp predichas con la 

nueva dosis, empleando los parámetros farmacocinéticos ajustados por el método 

bayesiano. La mayoría de los pacientes requirió de un ajuste de dosis con base en 

las Cp de A y C.  

7.4 Correlación de las concentraciones plasmáticas y en DBS.  

Se determinó el análisis de correlación (P<0.05) y análisis de regresión lineal para los 

cuatro fármacos entre las concentraciones plasmáticas y en DBS. 
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8.0 Discusión. 

La TDM es necesaria para poder identificar y prevenir un tratamiento subóptimo o 

concentraciones toxicas en pacientes con TB, por lo tanto, permite al médico tomar 

decisiones informadas con respecto al ajuste oportuno de la terapia con 

medicamentos. Algunos pacientes con TB que responden lentamente al TAES en 

fase intensiva, llegan a presentar interacciones o presentan estados de enfermedad 

que complican la situación clínica. Estos pacientes pueden beneficiarse de la TDM y 

las intervenciones que se realicen pueden contribuir a una mejora en la evolución 

clínica e impedir la resistencia bacteriana (8). Se conoce que si los fármacos 

antituberculosos no alcanzan la concentración mínima de su intervalo terapéutico, 

estos presentarán una respuesta ineficaz en el tratamiento (51), por ello la necesidad 

de desarrollar técnicas analíticas específicas tales como HPLC o cromatografía de 

gases (10) para llevar a cabo la cuantificación de estos fármacos.  

Existen situaciones en las que el muestreo convencional no se puede llevar a cabo, 

especialmente en zonas de difícil acceso y/o con recursos limitados. Además, una 

vez obtenida la muestra, ésta debe ser centrifugada y congelada lo más pronto 

posible, ya que C no es estable a temperatura ambiente y es propensa a degradarse, 

A es más estable, durante 6 horas a estas condiciones y la mayoría de los demás 

fármacos antituberculosos son estables hasta 24 horas. Por ello, como alternativa se 

propone el uso de los DBS, (8).  

Por estas razones se desarrollaron y validaron los métodos analíticos para cuantificar 

a los cuatro fármacos antituberculosos de primera línea en muestras plasmáticas y 

en DBS. Dichas validaciones se llevaron a cabo bajo la normativa que rige a nuestro 

país y a través de guías internacionales.  

El pretratamiento de las muestras consiste en un paso crítico para la extracción de 

los cuatro fármacos antituberculosos a partir de la muestra biológica. El plasma y la 

sangre completa consisten en muestras complejas, en las cuales se deben de 

remover componentes tales como las proteínas presentes. Para este propósito se 
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pueden ocupar solventes orgánicos como ACN, metanol, metanol:agua o ACN:agua 

en diferentes proporciones (52). En el presente trabajo se utilizaron métodos de 

extracción sencillos y rápidos (53). 

Una comparación de los métodos encontrados en la literatura tanto en plasma como 

en DBS con los métodos desarrollados en este estudio es el tiempo de corrida total 

reportados van desde los 2.5 – 10.5 minutos para plasma y 2.5 – 4 minutos en DBS, 

con la ventaja de que, en ambas muestras, se incluyeron los cuatro antituberculosos 

de primera línea. Si bien los analitos eluyen antes de los cinco minutos en ambos 

métodos, se deja pasar un tiempo de 2 minutos para realizar el reacondicionamiento 

de la columna.  

Las curvas de calibración fueron adecuadas en el rango establecido para cada 

fármaco, tanto para plasma como para DBS, ya que el intervalo terapéutico de cada 

uno se encuentra en el rango de concentraciones establecidas.  

Alsultan A., y cols., 2014 (8), mencionan que, para la obtención del plasma, la 

recolección de sangre venosa periférica en pacientes con TB comúnmente se usan 

tubos al vacío con heparina como anticoagulante; durante la validación del método 

analítico en plasma, se evaluó el impacto de dos anticoagulantes, demostrando que 

no hay interferencias al usar cualquiera de los anticoagulantes mencionados. 

En otros estudios como el de Wang X. y cols., 2020 (54) y Wu L. y cols., 2020 (55) 

evaluaron la estabilidad hasta 20 y 14 días, respectivamente, para los cuatro 

fármacos de interés, mientras que en el presente estudio la estabilidad en plasma se 

evaluó hasta los 50 días.  

En estudios como Wu L. y cols., 2020 (55) y Sturkenboom M. y cols., 2015 (56) 

evaluaron la estabilidad en el automuestreador a las 12 y 24 horas, además de la 

estabilidad a tres ciclos congelación – descongelación dando como resultado que  A, 

B, C y D  eran estables. En este estudio se obtuvo que A, B, C y D son estables en el 

automuestreador a 24 horas. Solamente A, B y D son estables hasta tres ciclos, 
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mientras que C solo es estable hasta el primer ciclo, por ello la importancia de 

realizar alícuotas en las muestras de los pacientes. 

Actualmente, se han desarrollado métodos para cuantificar antituberculosos en DBS 

con la limitante de que solo incluyen de 1 a 3 fármacos antituberculosos de primera 

línea, sin embargo, en este estudio se desarrolló un método analítico en DBS para 

los cuatro fármacos en una sola corrida analítica, la cual tiene una duración de 7 

minutos. Además, se demostró que el nivel de hematocrito no interfiere con los 

resultados en el rango evaluado.  

Existen estudios en los que se han asociado las concentraciones plasmáticas bajas 

de A y C con un fracaso al tratamiento o recaída (8).  En este estudio, del total de los 

15 pacientes, la mayoría de los pacientes presentaron las dos concentraciones 

plasmáticas por debajo del intervalo terapéutico, por ello, se les realizó un ajuste de 

dosis.  

Los valores estimados de Cmax y Tmax para A y C fueron los esperados con base 

en la bibliografía, ya que se reportan concentraciones de Cmax de 8 – 24 µg/mL para 

A y de 3 – 6 µg/mL para C. En el caso de C, se cuantificaron Cp a las 2 y 4 horas 

postdosis que se quedaron por debajo del intervalo terapéutico, mientras que todas 

las Cmax estimadas se encontraron dentro o por encima del intervalo terapéutico; sin 

embargo, se realizó el ajuste de dosis en los pacientes con Cp bajas aun cuando las 

Cmax estuvieran dentro del rango debido a que las concentraciones plasmáticas por 

debajo del intervalo terapéutico a las 2 y 4 horas post dosis, estaban relacionadas 

con una pobre respuesta al tratamiento (50). Los valores de Ka, CL y Vd de A y C 

fueron similares a los reportados en la bibliografía (19,27). 

Lee K. y cols., 2017 (41), reportaron una correlación significativa entre las 

concentraciones encontradas en plasma y DBS de C. En el caso Vu D. y cols., 2014  

(40) obtuvieron un coeficiente de correlación de 0.9527 entre las concentraciones 

plasmáticas y en DBS para A. En el presente estudio, se realizó un análisis de 

regresión lineal que describe la relación entre las concentraciones en DBS y las 
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plasmáticas de A, B, C y D, además de un análisis de correlación para evaluar la 

fuerza de la relación entre las dos variables. Si bien se logró llevar a cabo la 

determinación de r y r2,para incrementar la potencia en ambos coeficientes, es 

necesario aumentar el número de muestras de pacientes (59). La guía de desarrollo 

y validación de métodos basados en DBS para la TDM, 2019 (48), establece que, 

para realizar la validación clínica en DBS es necesario tomar 80 muestras 

provenientes de al menos 40 pacientes. Un grupo de 40 muestras deben ser 

utilizadas para obtener un factor de conversión, por ejemplo, de las concentraciones 

de DBS a concentraciones plasmáticas. El otro grupo de 40 muestras son utilizadas 

para validar dicho factor obtenido. En ocasiones, el número de pacientes y muestras 

es limitada, por ello, se recomienda tener al menos 40 muestras provenientes de 25 

pacientes (48). 

Dentro de las limitaciones del estudio se encuentra que solo se evaluó un tipo de 

tarjeta para la obtención de las DBS, ya que dependiendo del tipo de papel filtro, se 

puede afectar la homogeneidad de la muestra, la dispersión de la sangre y la 

recuperación del analito (48). Otro punto a señalar es que, como método de 

recolección de muestra para las DBS, se realizó un método volumétrico, el cual 

consiste en depositar una cantidad establecida de la sangre capilar del paciente en 

las tarjetas seleccionadas, lo que por el momento imposibilita que el paciente deje 

caer la sangre proveniente del pinchazo con lanceta sobre la tarjeta (48,60).  

Con base en el desarrollo del proyecto, es necesario realizar mejoras en la técnica 

analítica para DBS, tales como evaluar el efecto del volumen de la muestra ocupada 

para la formación de las DBS y optimizar las condiciones de almacenamiento de las 

muestras. Además, se logró identificar que un incremento en el número de muestras 

de los pacientes es necesario para determinar el factor de conversión de las 

concentraciones en DBS a concentraciones plasmáticas y posteriormente dicho 

factor deberá ser validado.  
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9.0 Conclusión. 

Se llevó a cabo el desarrollo y validación de un método por UPLC – MS/MS para 

cuantificar simultáneamente concentraciones plasmáticas y en DBS de A, B, C y D 

en términos de selectividad, linealidad, precisión, exactitud, efecto acarreo y efecto 

matriz para métodos por espectrometría de masas. Además, se estandarizaron 

métodos de extracción para ambos métodos.  

Se interpretaron las concentraciones plasmáticas obtenidas de manera individual 

mediante la estimación bayesiana de los parámetros farmacocinéticos de A y C.  

Se logró la aplicación de la alternativa de muestreo por DBS en muestras de 

pacientes con TB.  Este tipo de muestreo ofrece diversas ventajas en comparación 

con la técnica convencional de venopunción, ya que es sencillo de obtener y 

almacenar, además de ser método no invasivo para el paciente. 
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Glosario. 

Aclaramiento: velocidad con la que un fármaco es eliminado de forma irreversible 

de la circulación sistémica (61). 

Biodisponibilidad: fracción de la dosis administrada que logra alcanzar la 

circulación sistémica (61) 

Blanco de matriz biológica: muestra de matriz biológica a la cual no se le ha 

añadido analitos (47). 

Curva de calibración: relación de la respuesta obtenida por parte del instrumento y 

las concentraciones de los estándares (47). 

Efecto acarreo: aumento en la señal del analito en consecuencia del análisis de una 

muestra anterior (47). 

Efecto matriz: interferencias debido a la presencia de analitos presentes en la matriz 

biológica (47).  

Estabilidad: parámetro que mide la integridad de un analito en una matriz en 

condiciones específicas de almacenamiento (47).  

Estabilidad en ciclos congelación – descongelación: se refiere a la estabilidad de 

los analitos en la muestra al congelarse y descongelarse (47). 

Estándar de referencia: sustancia química de pureza e identidad conocida, utilizada 

para la preparación de estándares y muestras control (47).  

Exactitud: grado de proximidad del valor determinado con respecto al valor nominal 

(47). 

Interferencia: acción de los componentes de la matriz biológica que pueden afectar 

la cuantificación del analito de interés (47).  

Monitorización terapéutica de fármacos: individualización de la dosis mediante la 

cuantificación de las concentraciones plasmáticas en el organismo (61). 
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Precisión: grado de concordancia entre una seria de mediciones (47).  

Pretratamiento: procesamiento de una muestra que se ha sometido a diferentes 

manipulaciones (61). 

Recobro: eficiencia de la extracción en un proceso analítico, expresado en 

porcentaje (47).  

Selectividad: parámetro en que un método puede determinar un compuesto de 

interés en las matrices seleccionadas sin que exista interferencia por parte de los 

componentes de la matriz (47).  

Unión a proteínas: porcentaje de interacción de las proteínas en el organismo con 

los fármacos administrados (61). 

Vida media: tiempo en que un fármaco se reduce un 50% de su concentración en el 

organismo (61). 

Volumen de distribución: parámetro que relaciona la concentración de un fármaco 

en el plasma con la cantidad total del fármaco en el organismo (61). 

 

 

 


