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RESUMEN

Se efectud un estudio de cromatografia con el objetivo de realizar un analisis cualitativo
que definiera un rango de seguridad; demostrar la presencia o no del misoprostol en
sangre neonatal o calostro materno cuando se emplea a bajas dosis (25 microgramos)
por via vaginal, en pacientes con distocia de fase latente del trabajo de parto, asi como
determinar la presencia de complicaciones en el recién nacido. Las muestras fueron
analizadas en 2 momentos entre 2008 y 2009, previa coordinacién del Hospital
Ginecoobstétrico "Mariana Grajales Coello" de Santiago de Cuba con el Centro de
Biofisica Médica de la Universidad de Oriente y el Centro Nacional de Toxicologia en
Ciudad de La Habana, si bien la investigacién formd parte de un ensayo clinico en fase
I1I, donde se empled el misoprostol en 327 gestantes. Para la cromatografia se
escogieron 50 muestras de plasma neonatal y 50 de calostro materno, de pacientes que
parieron en las primeras 6 horas de la ultima dosis del medicamento, cuando
supuestamente existe actividad plasmatica. Los recién nacidos fueron observados
clinicamente durante 72 horas, en cuyo intervalo se les indicaron pruebas de laboratorio
para precisar posibles complicaciones, pero estas no se produjeron; tampoco resultd
posible cuantificar senales en los tiempos de retencidn esperados para los derivados y el
principio activo del misoprostol. Se concluyd que en las condiciones de administracién
establecidas en la casuistica, los datos cromatograficos obtenidos muestran que la dosis
empleada es segura para el neonato.

Palabras clave: embarazada, recién nacido, plasma neonatal, calostro materno,
cromatografia, misoprostol

ABSTRACT

A chromatography study was conducted with the aim of a qualitative analysis to define a
range of safety, demonstrate the presence or absence of misoprostol in neonatal blood or
mother colostrum when used at low doses (25 micrograms) vaginally in patients with
dystocia in latent stage of labor, as well as to determine the presence of complications in
the newborn. The samples were analyzed in 2 times between 2008 and 2009, after
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coordination of "Mariana Grajales Coello" Obstetrics and Gynecology Hospital in Santiago
de Cuba with the Center for Medical Biophysics of the Oriente University and the National
Center of Toxicology in Havana city, although the research was part of a phase III clinical
trial, where misoprostol was used in 327 pregnant women. For chromatography 50
samples of neonatal plasm and 50 of mother colostum were chosen from patients that
gave birth in the first 6 hours after the last dose of the medication, when supposedly
there is activity in plasma. Newborns were observed clinically for 72 hours, at which
time laboratory tests were indicated to specify potential complications, but these did not
occur, nor was it possible to quantify signals on the retention times expected for
derivatives and the active ingredient of misoprostol. It was concluded that in the
conditions of administration established in our cases the chromatographic data obtained
show that the dose used is safe for the baby.

Key words: pregnant woman, newborn, neonatal plasm, mother colostrum,
chromatography, misoprostol

INTRODUCCION

La cromatografia contindia siendo una técnica eficaz para disolver adecuadamente
mezclas de compuestos naturales o sintéticos, con fines de identificacion y cuantificacién.
El origen de los métodos cromatograficos se remonta a la segunda mitad del siglo XIX,
cuando Tswett, * considerado como su descubridor, logré separar pigmentos vegetales;
pero no fue hasta a mediados de los afios 60 de la pasada centuria cuando se introdujo
la cromatografia liquida de alta presién, segun sus siglas HPLC en inglés, de gran
importancia hoy en dia. 2

El misoprostol, analogo semisintético de la prostaglandina E;, es el producto mas usado
para madurar e inducir el parto. Se sabe que al final del embarazo, el cérvix
experimenta determinados cambios bioquimicos y fisicos, que modifican su estructura y
favorecen su borramiento y dilatacion. El cuello uterino estd compuesto por musculo
liso, cuyo contenido de arriba abajo es de 25-6 % en colageno y tejido conectivo, que
constituye el material basico para formar importantes componentes cervicales
(glucosaminoglicanos). > La disminucién de la coldgena se produce por su digestién
proteolitica con intervencidn de las colagenasas, presentes en el cuello, ademas de lo
cual varia la correlacion de las concentraciones de glucosaminoglicanos, con descenso de
los voliumenes de sulfato de dermatan y condroitinsulfato, asi como predominio del acido
hialurénico, que es el que menos fija la colagena y permite la entrada de agua, con
reduccion de la textura del tejido y del biglican en 40 %, pero a la vez incremento de los
sulfatos de heparan y perlecan obtenidos de actividad fibroblastica; proceso que se ve
favorecido en su totalidad por el misoprostol, por lo cual constituye un medicamento
indispensable para la madurez cervical. *”’

Teniendo en cuenta que la inmadurez del cérvix deviene la causa fundamental de la
prolongacién de la fase latente, se extrapold el uso del citado medicamento a esta nueva
indicacion, con el marcado interés de explorar la seguridad de la dosis de 25
microgramos, que aunque considerada eficaz y confiable, no aparece avalada en
investigaciones donde se haya confirmado su presencia en el plasma neonatal o calostro
materno, en este Ultimo a bajas dosificaciones. 3*

En diferentes estudios cromatograficos, sus autores se han dedicado a investigar la
farmacocinética del misoprostol en el plasma materno y aportado el conocimiento preciso
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sobre sus concentraciones, tiempo de actividad plasmatica y eliminacién, segun vias de
administracion del farmaco; & pero en algunas publicaciones se menciona incluso la
evaluacion de su permanencia en el calostro materno cuando se han suministrado altas
dosis del preparado. ° Por consiguiente, la motivacién para elaborar este articulo y
someterlo a la valoracidn de los lectores consistié en determinar si el medicamento
pasaba a la estructura fetal primero y a la neonatal después, con repercusion anatémica
en el recién nacido; propdsito que demandd el uso de un método separatista de
compuestos, lo suficientemente eficaz y fidedigno como para confiar en la validez de sus
resultados.

METODOS

Se utilizé la técnica de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) para determinar la
presencia del misoprostol en 50 muestras de plasma neonatal y otras 50 de calostro
materno, las cuales se corrieron en 2 tiempos durante el bienio 2008-2009, después de
conservadas.

Descripcion del sistema

Esta compuesto por una bomba de alta presién 2 248 (Pharmacia, Suecia), con una
columna estandar de fase reversa (C-18) que mide 25 cm por 4,6 mm y precolumnas de
5 cm por 4,6 mm, asi como un detector ultravioleta visible, acompanado de integrador
(Zhimatzu, Japdn).

Sistema solvente: acetonitrilo: metanol: agua (45:20:35). Para la fase movil se aplico
un flujo de 1,5 mL/min del solvente.

La muestra (1 mL de la de plasma neonatal, con la adicion de 2 mL de acetonitrilo) se
procesé previamente mediante extraccidon organica en acetonitrilo, se agité y dejo
reposar por 10 minutos, se le dio un golpe de centrifuga, se tomé el sobrenadante y se
inyectaron 50 pL de la muestra en el puerto de inyeccion del equipo de HPLC.

En una columna de fase reversa C-18 se analizaron las muestras de plasma neonatal y
calostro materno, respectivamente, después de haberse administrado 25 ug de
misoprostol para tratar la fase latente prolongada del trabajo de parto a las madres que
parieron en las primeras 6 horas de aplicado el medicamento, partiendo del conocimiento
de su actividad plasmatica durante ese intervalo cuando se empleaba por via vaginal. En
este estudio no se pretendié validar un nuevo método farmacocinético ni someter a
prueba los ya conocidos; por el contrario, teniendo en cuenta las limitaciones en el recién
nacido como grupo vulnerable, segin establece el registro federal estadounidense, la
intencion fue realizar un analisis cualitativo que definiera un rango de seguridad para
demostrar la presencia o no del misoprostol en ambos tipos de muestras.

Preliminarmente se prepararon patrones de concentraciones de 400, 200 y 100 ug/mL,
asi como también por dilucidon del medicamento utilizado (comprimidos de misoprostol)
en 10 mL de acetonitrilo, pues con ello se estandarizé la técnica para detectar fracciones
del producto por HPLC, mediante inyecciones aplicadas en condiciones diferentes hasta
optimizar el procedimiento que se utilizaria con ese fin. De igual forma, los patrones
inyectados en la fase movil durante un primer momento para valorar la linea base una
vez alcanzado el estado de equilibrio cromatografico, fueron: 2; 1; 0,5y 0,25 pg/mL.



MEDISAN 2011; 15(5):583

En la cromatografia, el limite de deteccidn se determind mediante recta de regresién
(coeficiente de correlacién).

De hecho, en un segundo momento se realizd una evaluacion cruzada con un equipo de
cromatografia liquida de alta presidon (Knauer, Alemania), a fin de mejorar las
condiciones de sensibilidad para plantear un nivel de seguridad mas bajo. Se
mantuvieron las mismas circunstancias de corrida: columna C-18 de fase reversa,
solventes para disolver la mezcla, fase mévil, temperatura de columna, velocidad de flujo
y detector ultravioleta. Se inyectaron concentraciones iniciales de 0,0006, 0,0005 y asi
sucesivamente hasta 0,00005 y 0,000005 pg/mL. Los solventes empleados tuvieron
calidad, segun HPLC, e igualmente el limite de deteccidén se estimé mediante una recta
de regresion (coeficiente de correlacion).

A lo anterior se adicion6 una observacion clinica estricta de los recién nacidos por el
equipo de neonatologia, durante 72 horas, que incluyé los sistemas digestivo,
neuroldgico y hematoldgico, asi como también la indicacion de estudios hemoquimicos
para determinar la posible ocurrencia de complicaciones relacionadas con el tratamiento.

RESULTADOS

La figura 1 representa el cromatograma tipico, obtenido a partir de un patrén de
misoprostol.

Absorbancia (254nm)
Unidades arbitrarias

|
10

min

Figura 1. Cromatograma tipico para el extracto en
acetonitrilo del misoprostol (4 ug/mL)

El pico 1 pertenece a los agregantes, el pico 3 corresponde al misoprostol y el pico 2 se
supone asociado al acido misoprostoico, derivado por oxidacion del farmaco.

La disolucién de una tableta de prostaglandina sintética con acetonitrilo produjo un
extracto del principio activo y los agregados, que fue inyectado en el cromatdgrafo luego
de una filtracion para eliminar particulas existentes en la solucién. El primer pico del
cromatograma se relaciona con los agregantes presentes en un tiempo de retencion
menor de 2 minutos; pero el segundo y tercero, con los componentes del comprimido a
los 3 y 5,3 minutos, respectivamente. El segundo pico tiene el tiempo de retencion
informado para el acido misoprostoico y puede producirse por oxidaciéon de la
prostaglandina; pero el Gltimo estd vinculado con la concentracién del misoprostol, que al
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ser mayor, resulta idénea para evaluar la presencia de derivados de la tableta en plasma
u otro fluido bioldgico. El patrén de concentracién minima se limité a 0,25 pg/mL del
comprimido.

La composicién quimica del farmaco, la estructura de los agregantes empleados en la
formulacién y la forma de preparacion de la muestra en extraccién organica, tornan poco
probable la relacién de estos picos con sustancias compactantes como celulosa,
almidones, talco u otras. Los patrones preparados en plasma neonatal permiten sugerir
que una cierta cantidad del misoprostol detectado parece enlazarse con compuestos
plasmaticos, como puede inferirse de la cuantificacion de areas totales. Al igual que en
las muestras disueltas en acetonitrilo, determinados procesos de oxidacion (quizas
generados enzimaticamente) incrementan el nivel del segundo pico y confirman la
relacion existente entre este y la concentracién del medicamento cuantificada en el tercer
pico (figura 2); hecho revelador de que el segundo estd quimicamente relacionado con
el tercero.

Note la dependencia con la concentracion para los picos senalados mediante flechas y la
presencia de ambos: el referido al acido misoprostoico (aproximadamente 3 minutos) y
el correspondiente al misoprostol (alrededor de 5 minutos).

a) b) C)

absorbancia (u.a.)

Figura 2. Plasma neonatal con adicién de misoprostol: a) 4 ug/mL; b) 8
pHg/mLy c) 10 ug/mL

Las barras representan la desviacion estandar del area medida. Se incluye el punto
correspondiente a la respuesta cero (controles), se inserta la recta de regresion con el
limite de deteccién estimado en 1,8 ng/mL y se distingue una ampliacién de la linea base
de la paciente a), donde se observa con mayor precisién la ausencia de picos cuando
supuestamente debian estar presentes en la gravida.

Al respecto, conviene remitir a la observacién de las muestras de plasma neonatal
cuando se adicioné experimentalmente el misoprostol, puesto que en su representacion
grafica se detecta la sefial correspondiente, dada por los picos de retencién, y se
demuestra la consistencia del estudio.

En la figura 3a aparece trazada una curva de concentracién versus area de referencia
para 4 valores de concentracidn, obtenida en este estudio, con un limite de deteccion
estimado de acuerdo con la recta de regresion, de 1,8 ng/mL. La linealidad se considera
adecuada, al comunicarse un R de 0,99; y aunque los objetivos de este ensayo no
persiguieron investigar la farmacocinética del producto sobre el neonato, la curva de
concentracion es util para formular conclusiones al respecto. Estos valores se utilizaron
previamente como limite de seguridad para detectar el misoprostol en plasma.
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Figura 3a. Curva de concentracion versus drea para el extracto de tableta de

misoprostol
Microgramo/mililitro (ug/mL) nanogramo/mililitro (ng/mL)
2,5 pg/mL 2 500 (ng/mL)
2,0 pg/mL 2 000 (ng/mL)
1,5 pg/mL 1 500 (ng/mL)
1,0 ug/mL 1 000 (ng/mL)
0,5 pg/mL 500 (ng/mL)
0,25 pg/mL 250 (ng/mL)
Recta de regresidn en el limite de seguridad
0,0018 pg/mL 1,8 (ng/mL)

En la figura 3b se observa una expansién del rango de sensibilidad entre 5-500 pg/mL,
cercano al punto de seguridad (700 pg/mL); evaluacidn esta que garantizé una mayor
certeza de los cromatogramas en plasma neonatal y calostro materno para precisar la
ausencia de derivados del misoprostol, con una linealidad de R = 0,999.
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Figura 3b. Se muestra un rango de expansion entre 5-500 pg/mL para evaluarla
sensibilidad del método.

Microgramo/mililitro nanogramo/mililitro picogramo/mililitro
(Mg/mL) (ng/mL) (pg/mL)
0,0006 pg/mL 0,6 (ng/mL) 600 pg/mL
0,0005 0,5 500
0,0004 0,4 400
0,0003 0,3 300
0,0002 0,2 200
0,0001 0,1 100
0,00005 0,05 50
0,000005 0,005 5
Recta de regresion en el limite de seguridad
0,0007 pg/mL 0,7 ng/mL 700 pg/mL

En ninguna de las muestras procedentes del plasma neonatal y calostro humano fue
posible cuantificar resto alguno de misoprostol en los tiempos de retencién esperados
para los derivados y el principio activo del farmaco. La figura 4 contiene algunos
ejemplos de los cromatogramas examinados.

Seguidamente se informan los resultados de las muestras en plasma neonatal y calostro
materno, analizadas después del uso del misoprostol en aquellas gestantes que se
hallaban en fase latente prolongada y tuvieron su parto en las primeras 6 horas de
habérseles administrado el medicamento.
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Figura 4. Cromatogramas obtenidos de extractos de plasma neonatal (a-d) y calostro
humano (e) de pacientes en fase latente prolongada, tratadas con
misoprostol

DISCUSION
Byderman & y Cecatti !° comunican que el misoprostol alcanza su concentracién méxima
en plasma materno entre los 12,5-120 minutos, en dependencia de la via de
administracién empleada; sin embargo, los autores de esos articulos no han investigado
otras variantes como el plasma neonatal y el calostro materno, pues los estudios
realizados en este ultimo se han llevado a cabo con dosis altas administradas para
eliminar complicaciones hemorragicas del parto, pero no con dosificaciones bajas.

Vogel '* compard la farmacocinética de 200 pg del medicamento por via oral con 250 ug
de metilergometrina en la leche humana y demostrd que las concentraciones del primero
eran solo un tercio de las que se producian con la segunda, que se eliminaban mas
rapidamente y que el recién nacido se exponia menos a su accion.

Andel et al ° probaron que el misoprostol pasa a la leche materna en concentraciones
muchisimo mas bajas que a la sangre y que se encuentra en los limites de deteccién 5
horas después de haber sido administrado por via oral, lo cual impone suspender la
lactancia por un periodo de 6 horas cuando se usa el farmaco en dosis altas para
combatir la hemorragia posparto.

En consecuencia, estos estudios se han visto limitados en el nheonato por razones de
seguridad, puesto que la elevada solubilidad de las prostaglandinas lleva a suponer que
pudieran quedar depositadas en el plasma del recién nacido en determinadas cantidades.
Considerando el volumen plasmatico neonatal y las condiciones fisioldgicas podria
obtenerse una determinada concentracién del medicamento; por consiguiente, se
considerd oportuno evaluar, dentro de un rango de seguridad, la ausencia del
misoprostol en plasma neonatal y calostro humano. La volemia de un neonato de 3 kg
de peso puede estimarse en 255 mL. El paso de 459 ng de misoprostol al feto (dosis 54
veces menor que la utilizada en el estudio) puede proporcionar una concentracion
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equivalente a 1,8 ng/mL, capaz de acumularse en el recién nacido si los mecanismos de
excrecion no son los mas adecuados. Inicialmente, esa cantidad fue prefijada como
limite de seguridad para la investigacidon; pero luego, al mejorar el rango de sensibilidad,
se fij6 en 700 pg/mL. 1% 13

Numerosos trabajos cientificos acerca de farmacocinética en la madre, donde se ha
usado el misoprostol por vias oral, vaginal, sublingual, rectal y bucal, en distintas dosis,
incluso con polimero de hidrogel para liberacion lenta, han proporcionado informacion
suficiente sobre el asunto. #1®

La carencia de estudios previos sobre el compartimiento fetal o su presencia en el recién
nacido impide tener puntos de referencia sobre el particular; de igual manera, tampoco
se ha publicado informacion concerniente al hallazgo de misoprostol en calostro materno
cuando se ha indicado en bajas dosis. 3

Del citado farmaco suelen prescribirse 25-100 ug para preinduccién e induccidn del parto
por via vaginal, respectivamente; valores que se corresponden con una concentracion
maxima de 4,5-17,8 ng/mL en una gestante de 70 kg de peso con volemia de 5 600 mL.
La dosis utilizada en este ensayo fue la minima en ese rango. 31718

Se conoce, a través de observaciones farmacocinéticas, que cuando el misoprostol se
emplea por via vaginal, permanece elevado en el plasma materno por un término de
hasta 6 horas; sin embargo, en esta casuistica no se hallaron vestigios del medicamento
o sus derivados en el liquido plasmatico neonatal, lo cual lleva a presuponer que si el
compuesto pasa al feto, no se acumula en el embrién -- como tampoco persiste en la
madre -- , de donde se infiere que en las condiciones de administracién establecidas en
el presente estudio, los datos obtenidos por medio de la cromatografia permiten afirmar
que la dosis ensayada (25 ug) es segura para el recién nacido *92° y revalida la utilidad
del método.
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