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I. INTRODUCCION

La eficiencia de un tratamiento terapéutico depende en
gran medida de la cantidad de prinicipio activo que llega a
ser absorbido, a partir de los sitios de depdsito, para inte-
grarse a la circulacién sistémica y de esa manera alcanzar los
sitios de accidén en el organismo. En este sentido, una fuen-:
te importante de variacién terapéutica es la biodisponibilidad
del principio activo a partir de la forma farmacéutica. Es po}
ésto que durante el desarrollo de un producto farmacéutico, -
"debe realizarse la correlacidn entre la valoracidn clinica vy
los perfiles de concentracién del principio activo en fluidos
bioldpicos con la finalidad de poder establecer la dosis que
provocard la respuesta deseada, sobre todo en aquellos princi-
pios actives con un estrecho indice terapéutico, en formas de
.liberacién prolongada, o en asociaciones de 2 o mis principios

activos.

En la actualidad se ha extendido el empleo de métodos de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn (CLAR) para.el and
lisis de fArmacos en muestras biolbégicas, ya que se cuenta con
columnas de una elevada eficiencia que hacen que las determina-
ciones sean exactas, reproducibles y especificas. Asi mismo, -
el uso de detectores altamente sensibles facilita la deteccidn
de concentraciones extremadamente pequefias en las muestras por

analizar.



Cuando se desarrollan métodos aznaliticos debe prﬂmerg
mente certificarse su validez de manera que se demuestre qu -
confiabilidad para analizar el fdrmaco en cuestidén en el jinter
valo de concentracidn esperado sin alteraciones. Estas alte-—
raciones son de diversa naturaleza; pueden ser ocasionadas por
el sistema de medicién, el método empleado, el analista y|las
alteraciones del medio ambiente externo que de manera aleato-

ria se presentan durante el andlisis de las muestras.

El objetive de este trabajo fue desarrollar y validar
el método analitico por CLAR para cuantificar acetaminofén en
plasma humano en presencia de benzidamina para utilizarlq en

estudios de biodisponibilidad o bioequivalencia.



II.  GENERALIDADES
(2, 3, 5, 6, 7)

A. CROMATOGRAFIA

La cromatografia es esencialmeﬁte, un mélodo fisico de
separacidén basado en el reparto de los componentes de la muestra
entre una fase mévil liquida o gasceosa y una.fase estacionaria
sblida o liquido. Los procesos cromatogréficos tienen lugar -
como resultado de repetidas adsorciones y desorciones durante el
movimiento de los componentes de la muestra a lo largo del lecho
estacionaric, alcanzandose la separacidn gracias a las diferen-
cias en los coeficientes de distribucidn de los distintos compo-

nentes de la muestra en la fase sélida.

De acuerdce al tipo de fase mbévil las técnicas cromato-
grificas se clasifican en dos grupos. Cromatografia de gases
cuando la fase mévil es un gas y cromatografia de liquidos cuan

do la fase mbévil es un liquido.

En la Figura No. 1 se muestra el diagrama general de

clasificacién de dichas técnicas.
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CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR)
(1, 2, 3, 4, 5,6, 7)

Este tipo de cromatografia se fundamenta en la diferen
cia del equilibrio de distribucién en una mezcla de componentes
en fases heterogéneas, donde una de estas fases es un sistema
liquido (fase mévil) que es forzado a pasar a través de un lecho
estacionario (fase estacionaria) por bombas de alta presidn.
Durante el trayecto, las moléculas migran a una veloéidad que -
estd en funcién del equilibrio de distribucién dado por 1la inter
accidn entre los componentes de la muestra y las fases, de tal
manera que cada sustancia invierte un tiempo particular en pasar
a través del sistema cromatogrédfico, este tiempo se denomipna -
tiempo de retencidn (Tgp). Al salir la sustancia es rastreads
per un detector para cuantificarla y posteriormente convertirla
en una sefial que se registra en forma de picos, éstos generalmen
te adquieren forma simétrica y gaussiana, debido a gue el prome-
dio de moléculas de soluto mantiene un equilibrio de distribu-
cién en su trayecto @ través de la columna, originandoe asi una

isoterma de distribucidn lineal.

Un cromatograma tipico se presenta en la Figura No. 2..



Figura No. 2 Cromatograma tipico de CLAR

Donde: TRt Tiempo de retencién
W: Amplitud del pico correspondiente
h: Altura del pico correspondiente.



El 4rea de un pico.(W) es proporcional a la captidad
de soluto; la altura del pico'(h) se correlaciona con la -
concentracidén y el tiempo de retencién (TR) es el tiempo en
el cual aparece el mdximo de un pico en un cromatograma y esté
en funcién de la velocidad de flujo y del volumen de la fase

mbévil.

La resolucidn de 2 bandas adyacentes es igual a la
distancia entre los centros. de las 2 bandas dividido entre

el promedio de amplitud de sus bases:

1/2 Wy + Wal

Una buena resolucién entre dos picos puede observarse
también en la Figura No. 2, si la resolucién tiene un valor de
1.5 nos indica que existe una buena separacién, valores infe-~

riores a este parimetro indican separaciones deficientes.



La resolucidn es un parAmetro que se relaciona con 1la
[
selectividad, eficiencia y capacidad y estd expresada por la

siguiente ecuacién:

1 x- 1 K'
Rg = —— .' -
s 3 [ " N ET:—i_] .

La selectividad esti determinada por la separacibn
relativa de los componentes y depende del coeficiente de dis-

tribucién de los solutos de acuerdo a la siguiente ecuacién.

Ko
K1

A =

Donde: ok = Selectividad
Ky, Kg = Coeficientes de distribucién de los

componentes 1 y 2 respectivamente,

La eficiencia es una medida de 1la habilidad de una
columna para dar picos en forma angosta y estrecha, se expre-
sa cuantitativamente por el nimero de platos tedricos de la

columna.

T, 2
N = 16 [—
[“1

Donde: N = Nimero de platos tebricos.



N es proporcional a la longitud de la columna (L,) al

incrementar L aumenta también N, mejorande asi la separacién.

La relacién entre N y L se expresa en términos de la

eéuacibn.
L
N = —
H

Donde: I es llamada altura equivalente de platos tebricos.
(H = L/N) y mide la eficiencia de una columna por
unidad de longitud.

El factor de capacidad indica la afinidad de los com

ponentes en la fase mbvil por la fase estacionaria y. queda -~

expresado como:

Ko

"m

Donde: ng = Moles de soluto en la fase estacionaria

np = Moles de soluto en la fase mdvil.

Pequefios valores de K' indican que los componentes
tienen gran afinidad por la fase mbvil (nm) ns) y consecuen-

temente son poco retenidos por la columna.

.9 -



Los componentes bé&sicos de un sistema cromatogréfico de CLAR se

‘muestran en la Figura No. 3 y se describen a continuscidn.

ststena
DE
YECSTON
3 PROCESADOR
bE
DATOS
BONB S coLunma
REGISTRADOR
DETECTOR

DEPOSITO
DE
FASE HOVIL

Figura No. 3 Sistema cromatografico.
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a)

b)

Depésite de fase mévil. Para elegir un contenedor se debe
tonsiderar el material del cual esté fabricado, de tal mang
ra que no interaccione con la fase mbvil; puede ser de -
vidrio, acero inoxidable o plésticos inertes.

Los disolventes correspondientes a la fase mévil deben ser
desgasificados, ya sea antes de colocarse en el contenedor
o directamente en &1 para eliminar los posibles gases disuel
tos (oxigeno) que pueden reacciocnar con la fase mbévil o con

la estacionaria.

Dichos disolventes deben reunir las siguientes caracteris-
ticas:

- Poseer alta pureza.

- No interaccionar con la columna.

-~ Tener baja viscosidad.

— Ser capaces de disolvér la muestra.

- Ser estables bajo las condiciones de operacién.

-~ Comercialmente disponibles.

Bomba. Las bombas permiten a los disolventes fluir a tra-
vés del sistema por la permeasbilidad de la columna, la viscgo

sidad de la fase mévil y la longitud de la columna.



c)

d)

Las bombas pueden ser clasificados en dos grupos:

1. Bombas de volumen constante, que a su vez pueden ser

de desplazamiento constante o reciprocas.

2. Bombas de presidén constante. Desplazan la fase mévil
por medio de un gas inerte, el flujo es uniforme, con-
tinuo y libre de pulsaciones. La capacidad de esta

bomba es mAs limitada que el caso anterior.

Sistema de Lnyeccidn. Dispositivo que permite la introduc
cidén de la muestra a la columna, para que puedan separarse
los componentes de la muestra. Un inyector debe ser capaz
de introducir cualquier muestra a la entrada de 1la columna
sin alterar el empaque, debe resistir altas presiones y -

debe ser lavado completamente por la fase mbdvil,

Columna. Es la parte esencial del sistema cromatogréfico,
puesto que en £1la se lleva a cabo la separacidén de los -

componentes de la mezcla en estudio.

Bisicamente consiste de un tubo de material iperte, que van
desde adsorbentes de diferentes polaridades, grupos iébnicos
especificos, de silica o grupos funcionales caracteristicos,
de didmetro uniforme, capaz de resistir altas presiones_ el
cual esté empacado de acuerdo a las necesidades particulares

de la separacién.




e)

Detector. Dispositivo que permitc la detececidn de manera,
continua de los componentes de 1la muestra que se eluyen de

la columna.

Debe tener alta sensibilidad y responder linealmente en un

amplio intervalo de concentraciones.

Los detectores més usados son:

- Absorcibén ultravioleta
- Fluorescencia

- Indice de refraccién

- Radioactividad

~ Conductividad térmica

- Electroquimicos

Registrador, Tiene como funcidén graficar autométicamente
en forma de picos a cada componente que es eluido, depen—
diendo de la concentracidn del soluto y del tiempo de retepn

cidn.

. El usc de integradores electrbnicos evita los errores en la

medicidén de las Areas, Estos integradores registran las -

sefiales e imprimen el Area de los picos en forma numérica.



B. BIODISPONIBILIDAD (10)

La biodisponibilidad se refiere a la cantidad relativa
de fdrmaco administrado que llega a 1a circulacidén sistémica,
asi como la velocidad con la que dicho fArmaco se’ absorbe. La
biodisponibilidad es la caracteristica mis importante para deter

minar el inicio, intensidad y la duracidn del efecto terapéutico

de un farmaco.

B.1 DEFINICION DE ALGUNOS TERMINOS Y PARAMETROS
FARMACOCINETICOS. (10, 11, 12)

Biofarmacia: Estudia los factores y variables que
modifican la biodisponibilidad de un fédrmaco en animales y
humanos, el uso de esta informacifn es cominmente valiosa paras
la optimizacién de las formas farmacéuticas. Asi{ un principio
activo tendra una mayor potencialidad de ser absorbido mAs efi-
cazmente a partir de los sitios de depdsito e integrarse a la

circulacidn sistémica.

Farmacocinética: Estudia el curso temporal de las -
concentraciones y cantidades de fArmaco o metabolito en fluidos,
tejidos y excreciones bioldgicas. Ademés permite construir -
modelos adecuyalos para la interpretaciédn de resultados y predigc

cién de niveles de fArmaco.

- 14 -



Bioequivalencia: Es un estudio de hiodisponibilidad

relativa de dos o mAs productos farmacéuticos diferentes con-

teniendo el mismo principio activeo, y administrados en el -~

mismo régimen de dosificacidn a los mismos pacientes.

Constante de velocidad (X): Ez una constante especi

fics que representa la velocidad de transferencia de firmaco

de un compartimento @ otro. Dicha velecidad de transferencia

del wedicamento de un compartimento s otre se ha observado que

generalmente sigue una cinética de primer orden.

Se expresa matemAticamente como:

dc
= -K¢
dt
Donde: dec/dt = Velocidad de transferencia del férmaco
¢ = Concentracidén del fArmaco en un comparti
mento dado.
K =

Caonstante velocidad de transferencia inter

compartimental de 1a sustancia de interés.

Vida media biolégica (tg,5): Es el tiempo necesario

para reducir la concentraciéns de un firmaco en el orgarismo en
un 502, En cinética lineal este parAmetro es constante, inde-
pendiente de la dosis administrada y de la via de administra-

cidn.



Constante de eliminacién (Ke): Es una constante hibri
da resultante del equilibrio dinémico que regula la velocidad
de desaparicidén del principio activo o sus metabolitos del orga
nismo. En 1la Figura No. 4 se muestra la constante de elimina-
cién obtenida a partir de la porcién terminal de una grédfica -
que muestra el perfil temporal de un farmace que sigue una -

cinética lineal de primer orden en su fase de eliminacién.

1 c
°8 Pendiente = -Ke

Figura No. 4

Perfil temporal plasmitico de un fAdrmaco que sigue una cinética

lineal.

- 16 -~




Concentracién plasmitica wéxima (Cpméx): Es la maxima
concentracidén sanguinea alcanzada después de la administracién
del medicamento. Se emplea para determinar si una formulaciéﬁ
proporciona niveles sanguineos, dentro del intervalo terapéuti-
¢a, conoclendo previamente la concentracién minima efectiva vy

1a concentracibn téxica.

En la ‘Figura No. 5 se muestra una curva de niveles

sanguineos.

A% | Cpmax = Concentracién plas
; mhtica méxime

ABC : Cantidad total ab-
sorbida por tiempo

R transcurrido

= Area bajo la curva.

p fmdx = Tiempo de mAxima
absorcidn

tmax £

Figura No. 5

Perfil plasmético de un farmaco que sigue un modelo abierto de un
compartimento (MAUC) cuando es absorbido con una cinética de -

primer orden.

- 17 -



Tiempo de mAxima absorcidn (Tpax):  Es el tiempo necg
sario para alcanzar la concentracién mixima después de la admi
nistracidn del medicamento y estad determinado por el equilibrio
que guardan la velocidad de absorcidén y la de eliminacibn del

fArmaco.

Volumen de distribucién (Vd): Es el volumen de fluido
corporal que se requeriria para diluir la dosis del farmace -
administrado y mostrar la misma concentracién que éste muestra

en dicho fluido en condicicones ip vivo.

Cantidad total absorbida o &rea bajo la curva (ABC):
Es el producto de la cantidad total del principio activo absor
bido después de la administracién de una dosis linica de medica
mento por cl pericdo transcurrido. Estd representada por el

drea total que abarca la curva,

Al graficar el logaritmo de la concentracién plasmdti
ca contra tiempo en este caso se obtiene una linea recta, cuya
pendiente en la porcidn terminal es la constante de eliminacién
(Ke), y el intercepto al origen es el logaritmo de - -

Ka FP/(Ka - Ke) Vd. Aqui Ka = constante de absorcidén; F = fag
tor de biodisponibilidad; D = dosis administrada; Vd = volumen

de distribucién y Ke = constante de eliminacién.

- 18 -~



Al extrapolar la fraccidn logaritmica lineal y restar
cada uno de los puntos de esta }inea en la porcién temporal
que se distingue de la fase de absorcién, y graficar estos -
resultados en la escala semilogaritmica se origina una linea

recta cuya pendiente es - Ka/2.303, de donde es posible calcu

lar la constante de velocidad de absorcién de un fdrmaco.

En la Figura No. 6 se muestra la obtencién de la cong
tante de velocidad de absorcidén de primer orden, de acuerdo con

el método de residuasles que en forma resumida se describié en

el parrafo anterior.

\\ Ka FD
_Vd (Ka-Kd)

> LA

log C

tiempo
Figura No. 6 Grafica de concentracién de farmaco en un fluido

bioldgico contra tiempo.
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B.2 FACTORES QUE DETERMINAN LA BIQDISPONIBILIDAD

Desde el momento en que una forma farmacéutica sdlida
se administra oralmente a un paciente, hasta la terminacidn del
efecto biolégice producido, ocurren una serie de eventos que -

son caracteristicos de la relacién firmaco-organismo. Estos

se observan en la Figura No. 7.

Los parametros utilizados para caracterizar la biodis-
ponibilidad puecden dividirse en dos grupos, segln se determine

la cantidad absorbida o 1la velocidad de absorciédn.

- Area bajo le curva de
) concentracidén plasmbtica
de cantidad contra tiempo (ABC)

- Fraccién biodisponible
Marimetros de

biodisponibilidad

- Concentracidn plasmética
néxima (Cppax)
de velocidad
L -~ Tiempo de maxima absor-
cién (Tpay)

ELl gque se utilice un parédmetro u otro dependerd de las
aplicaciones terapéuticas y la trascendencia de é&stos en la

aplicacibén clinica.

~ 20 ~



La liberacién del farmaco se puede estimar mediante

estudios in vitro tales como la disolucidn. Dicha liberacién

estd determinada por variables de la forma farmacéutica, inclg
yendo las propiedades fisico-quimiccs del fi4rmaco, la formula-—

cién o el proceso de fabricacidn del medicawento,:-

La biodisponibilidad de un farmaco administrado oral-
mente es funcidn, en primer lugar, de la liberacidn del princi
pio active a partir de su forma farmacéutica, asf como de la
interaccién estrecha del medicamento con los variables fisiold
gicas relativas a las diversas regiones del tracto gastrointes
tinal. Una vez disuelto, el fArmaco puede absorberse pasando
a través de la membrana de la mucosa gastrointestinal. Dicha
absorcién puede medirse con concentracidn del fArmaco en san—

gre u otro fluido bioldgico y los perfiles a diferentes tiempos

pueden en algunos casos aseciarse con la respuesta terapéutica.

- 21 -



LIBERACIOH DEL FARMACO
# PARTIR DE LA FORMA
FARNACEUTICA

l

VELOCIDAD ¥
GRADO DE ABSORCION

CURSO TEMPORAL DE LA CARTI-
DAD DE FARHACO EM EL CUERPO

L

v

RESPUESTA FARMACOLOGICA
RSOCIADA AL EFECTO
TERAPEVTILO

l

IUCIDENCIA DE LOS

EFECT0S TERAPEUTICOS

¥

RESPUESTA FARNACOLOGICA
ASOCTADR AL EFECTO TOXICO

l

INCIDENCEA DE LOS
EFECT0S ADUERSOS

!

Figura o, 7 Secuencia dr evenios cuantificables en e

1MPORTANCIA CLINICA
RELACION BEHEFICIO-RIESGO

uso de farmacos.

- 22 -



Los factores que afectan la biodisponibilidad se pueden

dividir en 2 grandes grupos.

1. Factores fisioldgicos (Tabla No. 1)

La velocidad de vaciamiento gastrico y transito intesti
nal son las variables fisiclégicas mds importantes que determi-
nan el tiempo de residencia del fdrmaco en las diferentes regio-

nes del tracto gastrointestinal, la velocidad y magnitud de libe

racidén y absorcidn del férmaco pueden ser también modificados

por diversos factores tales como: cambios en el pH y el volu-

men de los fluidos luminales, la presencia de enzimas digestivas,
de enzimas metabdlicas en las células de la mucosa, el 4drea super

ficial de 1la mucosa, el flujo sanguineo y la capacidad absortiva

del tubo gastrointestinal.
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Factores

Fisiolbgicos

Tabla No.

Propiedad de los
fluidos luminales

Factores que
afectan el
transito

gastrointestinal

Factores de sitio

de absorcidn

Aspectos
metabbélicos

Efectos de

Ldis tribucién

1 Yactores

24

|
|
|

1

Concentracitn del ién hidronio.
Internccién con la mucosa.
Compuestos complejantes presentes.
Interaceidén con la bilis.

Temperatura del contenido gastro-
intestinal.

Vaciamiento gastrico.

Efecto de los alimentos.
Viscosidad de los alimentos.
Fuerza idnica del contenido
gastrointestinal.

Estado de reposo-actividad.

Motilidad gastrointestinal.

Superficie efectiva.
Flujo sanguineo local.
Transporte especializado.

Metabolismo intestinal.

Metabolismo hepético.
Niveles enzimiticos.
Flujo sanguineo hepatoportal,

unién a proteinas.

Recirculacién enterchephtica.
Niveles de proteinas plasmiticas.
Obesidad

que modifican la biodisponibilidad,



2. Factores inherentes a la forma farmacéutica,

Solubilidad en agua.
Solubilidad en lipidos.
Coeficiente de particidn.
pXa.

Propiedades fisi
cas del farmaco

Propiedades de la - Tiempo de desintegracibn,

forme farmacéutica — Velocidad de disoelucidn.

[ S B

Tamafio del eristal.
Factores més
Polimorfismo.
Solvatacidn,
Estado quimico.
(4cido, base o sal)
Excipientes.

frecuentes

Superficie de
las particulas

de 1la forma

farmacéutica

3 [ I O T |

Procesos de granulacidn.
Concentracién de lubricante.

Varisbles de Fuerza de compresibn.

produccitn Humedad durante el procedi

o

miento de manufactura.

L

Tabla No. 2 Algunos factores de la forma farmacéutica.
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c. VALIDACION DE METQDOS ANALITICOS (8, 9)

Los problemas que se presentan en el campo del anAli-
sis de fdrmaces en fluidos bioldgicos son miltiples y variados.
Con la ayuda de las técnicas analiticas modernass y con la metp
dologia estadistica adecuada, podemos ser capaces de resolver-

los con la confiabilidad requerida.

Para demestrar que una metodologia analitica es adecug
da se han desarrollado diversos procedimientos que incluyen la
elaboracidn de pruebas con los pardmetros que a continuacién se

describen.

a) Linealided: Es la habilidad del sistema analiticoc para ase-
gurar que los resultados son proporcionales a la concentra-

cibén de la sustancia dentro de un intervalo determinado.

En la préctica se grafican los datos experimentales, de tal
manera que la cantidad recobrada esté en funcidn de la can-
tidad adicionada para observar el grado en el que los resul
tados se comportan como una funcibén lineal. Para conocer
numéricamente lo anterior, se determina la correlacién -
lineal de los datos. Por regresién se entiende la relacidn
existente entre la cantidad adicionada y la cantidad recupe-

rada representada por la ecuacidn:

- 26 -



Yij = A + Bxy + Ej(i)

Donde: A = Qrdenada al origen
B = Es el coeficiente de regresidén o pendien
te de la recta, que nos indica la propor
cién entre las dos variahle;.
x4 = Cantidad adicionada de la concentracién
del nivel i-ésimo.
Y¥ij = Cantidades recobradas de la concentraciédn

del nivel i-ésima en j-ésima repeticioén.

Ej(i) = Es el error experimental,

_Para determinar numéricamente la anterior se utilizan las si-

guientes expresiones (segfin el método de minimos cuadrades).

(Z Y1) (Bxd) - (T x1) (5 x5Y4)

n (% xg) - (% x1)2

n (3 xiYi) - (5 Xi) (o Yi)

n (Lx2) - (Exp)?

~ -~
Ej(i) = (Yi—- Y) donde Y es el valor de Y; estimado por la
recta de regresidn. Ej(i) representa el error experimen-—
- tal asociado a la j-ésima repeticibén del i-ésimo nivel de

concentracibn.
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b)

La correlacién significa el grado de asociacién entre dos
variables, representado por un ndmero llamado coeficiente
de correlacidn "r", el cual indica la variabilidad expli-
cada por la recta de regresién, siendo su estimacidn de

manera puntual:

n (ZLxy) - (5x) (5y)

r =

J(n(zx2> - (Ex)2(n(5y2) - (E)?

Eactitud. Es el grado de concordancia entre un valor deter
minado experimentalmente y un valor de referencia. Una =
forma de evaluar la exactitud en funcién de los datos expe-
rimentales, efectuando inferencias estadisticas respecto al

valor de referencia (cantidad adicionadn) mediante:

Pruebas de hipdtesis: El procedimiento se basa en verificar
st los datos experimentales pertenecen a8 una distribucién -
tebrica cuyo pardmetro es el valor de referencia. Una esta-
distica de prueba que nos permite determinar lo anterior a
partir de los datos de la muestra es el estadigrafo "t" de

student que se expresa por:

Valor promedio de lo5 datos - Valor real

Error experimental



dado que el disefio contempla, en los datos experimentales,

el uso de porcentaje de recobro, la prueda t es:

X - A
tealc =
s/Jn
donde: X = Promedio de porcentajes de recobro de n

muestras independientes.

M = Es el parémetro, que nos representa el valor
de referencia del porceantaje de recobro.

s/JW = Error esténdar es una medida del error expe-

rimental, el cual estd dado por la desviacidn

esténdar.

n
s = 5
i=1 n-1

y la raiz cuadrada del nimero

de muestras.

Intervalo de confianza: Permite evaluar el intervalo en que

se localiza el valor verdadero del parametro.

Intervalo de confianza = x & tg,g75 - s/Vn

donde: X = Valor promedio de los porcentajes de recobro.
0,973 = Es el valor tebérico del estadigrafo que dard

una confianza del 95% para el intervalo.



Precisién: Es el grado de concordancia entre mediciones
repetidas de una misma propiedad y puede ser expresada en
términos de repetibilidad y reproducibilidad, donde la -
primera es la concordancia respecto al valor central entre
resultados sucesivos, obtenidos en un método sobre iguales
condiciones de trabajo, y la reproducibilidad es la concor
dancia respecto a un valor de referencia en un método, -
pero bajo condiciones diferentes (analista, tiempo, apara-

tos, etc...).

1) Evaluacidn de repetibilidad: Para inferir la variabi-
lidad a partir de los datos de la muestra, se utiliza
un estadistico de prueba llamado X2 {ji-cuadrado), el

cual se expresa por:

(n - 1) (s%)

%2
calculado =
a2
donde: n = pimerc de observaciones de muestras indepen
dientes.
s2 = es la varianza muestral dada pors’
(Xi - I)2
§2 = et
n -1
@2 = Es el pardmetro, que nos representa la varia

bilidad del método, denominado varianza pobla

cional.



2)

Dado que la variacién(dehe ser menor a1‘5% para>los -
fines del presente estudio este valor es escogido como
limite, se establece una hipdtesis Hy: a2 - 0.05 y una
alternativa Hy: @2 (.05 y en funcién de ésto se esta-
blece una regidn de rechazo y aceptacidn de Hy con un

riesgo de tomar una decisidn equivocada de X = 0,05,

Se determina el intervalo de confianza del 95Z para la
estimacidén de @, con el objeto de evaluar dentro de -

qué intervalos se localiza el verdadero valor del pard

metro, mediante la siguiente qxpresibn:

donde: n = nQimero de muestras independientes.

= varianza de los datos de porcentaje de

recobro.

x? = valor tedrico del estadigrafo, que tiene

asociado una confianze del 95%.

Evaluacibén de la repetibilidad en diferentes dias.

Para conocer su variabilidad se utiliza la.prueba de
anAlisis de varianza (para dos factores con efecros
aleatorios), que consiste en desglosar las diversas

fuentes que contribuyen a la variabilidad del fendéme
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no, probando la significacidén de cada fuente contra el

error experimental y valorando asi su importancia rela

tiva, cuyo criterio de prueba es el cociente del esta-
digrafo de prueba F de dos varianzas; donde el modelo

estadistico lineal del disefio experimental es:

Yig = M+ Dy + Ej(a)

Para los propbsitos del presente estudio este modelo
lineal resulta apropiado, En &1, la fuente de varia-
cibén es el dia. Esto se debe a la falta de analistas

en el laboratorio que pudieran celaborar con el estu-
dio.

donde: Yj4 = ﬁorcentaje cuantificado en el i-ésimo

dia de la j-ésima repeticién.
Dj = Efecto del i-ésimo dia del porcentaje
cuantificado.
Ej(i) = Error experimental, el cual es una medi
da de la reproducibiiidad dia tras dia.

ﬂ = Es el pardmetro el cual representa el
valor real del porcentaje de recobro

que no considera el efecto del dia.



d)

e)

£}

Especificidad: WNos dindica el grado en el cual la respuesta
analitica es debida sélo a la sustancia que se desea deter-
minar y no a otras substancias que pudieran estar presentes
en el material por analizar, ésto es, que pudiera haber -

interferencias en los resultados por excipientes y/o produg

tos de degradaciéon formados durante el almacenamiento del

material.

Sensibilidad: Es la menor cantidad detectable del compues-

to en anédlisis.

Estabilidad: Este estudio permite establecer la estabilidad
del principio activo o metabolito por cuantificar en la mueg
tra por analizar. Adem&s, sefiala si en un periodo de inte~

rés la muestra se conserve cstable,
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.D. REVISION Y DISCUSION DE METODUS REPORTADOS PARA
CUANTIFICACION DE ACETAMINOFEN EN PLASMA HUMANO

(13, 4, 15, 16, 17)

El acetaminofén es un firmaco que se emplea principal
mente como analgésico y antipirétice. Para la determinaciédn
de acetaminofén en fluidos biolégicos se han reportado algunos
métoﬁos analiticos que incluyen a la cromatografia de gases.
Esta técnica requiere una sililacién para convertir el acetami
nofén en un derivado disilil vel&til, lo cual involucra un -
mayor tiempo de andlisis y ademés introduce otra posible fuen-

te de error en el mismo.

La cromatografia de liquides de alta resolucién (CLAR)
es una alternativa mas adecuada para la cuantificacién de estos
farmacos, debido a su versatilidad, eficacia, precisién y rapi-

dez.

En la Tabla No., 3 se muestra una comparacién de méto-
dos analiticos reportados en la literatura para cuantificar -
acetaminofén en plasma humano., En élla podemos observar las -

diferencias existentes en cuanto al tratamiento de las muestras.
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LONGITUD

TRATAMIENTO DE LA FASE | LIMITE DE
mMETODO MUESTRA ESTACIONARIA MOVIL { DETECCION | DE ONDA
DETERMINACLON ¥ CURKTIFICACION e e Sacurada
HA. § -
DE ACETAMINOFEN EN PLASMA. Dacom, 0.3 Columna uondapak
Asitar vigorosamence| €18 30 cm x 40 mn | MeON/M0 | 0.1 meg/ml
SANDRA E. O'CONNELL and FRANK 2 minutos de (4°1) y preco~ | |y goy | plosma 240 nm
Jd. ZURZOLA. (13) + 1 ml solucién 2nSOs; 5% lumna uBondapak C)g
Agitar vigorosamente]
J. Pharm Sciences 71, 1982 U minuto, centrifu-
gar 10 minutos a
3814 rpm.
Inanc[ar 75 mel del sobre=-
nadanca:
DETERMINACION DE ACETAMINOFEN | 1 mi plasma TUE=CHCIS | o pe fmd
EN FLUIDOS BIOLOGICOS POR CLAR.| + I ml solucidn reguladora ciiacoon/ | plasma
de fosfatos IN pH 7.4 Columna silica gel cioi
Saturar c/NaCl. 10 um de (d-1) =
LAVIRENCE T. WONG, GNANAPRAKASAM Extraer c/2ul de &terf 50 x 0.22 cm (1). | 90% 10% 247 um
SOLOMONRAJ, BARRY H. THOMAS.(14) . 0.04 viv
ase dterea
Evaporar
d. Pharm. Sciences vol. 65, 1976 Lavar c/THF
Evaporar
Reconstituir en
50-250 mel de CHCl3: THF
2:1 viv
Inyeetar 2 mel.
DETERMINACION DE ACETAMINOFEN | 15 mge de Std interno
ENIPLASHA POR CLAR. ACN/HeON/
Evaporar 40-50°C 0.1-0.2 meg/
DARBARA AMEER, DAVID J. prealsn reducida Columna uhandapak 130 wl plasma 254 nm
GREENBLATT, FARCIA DIVOLL ) .
DIARRELL R. ABERNETHY and Ll plasma e deit Fig Boom (o) %o or gun
LEON SHARGEL. (15) + 5 ml Acecaco de Geilo 10 en (1).
Agitar vigorosamen-
te 30 segundos.
Centrifugar 10 mf-
J. of Chromatrography nutos.
226, (1981) fase orgdnica.
Evaporar 40-50°C
presisn reducida
Reconstituir en 100 mel
Meoll.
Inyectar de 10-20 mcl
ODETERHINACIOR ¥ CUANTIFICACION | 2 mi plasma
DE ACETAMINOFEN EN PLASMA. + 4 ml HCL 4N
Diluir ¢/H30 desti-
POTIOS M. PLAKOGIAWNIS and lada,
AHMED M. SAAD. {16) Centrifugar a 5000
rpm.
. < 395 nm
J. Pharm. Sciences, 66.604 Extrace cf4 ml Ster
(1977) Extraer ¢/10 ml HCY
N
A 2 ml adicionar 5 ml de
vainillina cn 2-propanol al
5%
Leer a 395 nm.
DETERMINACION DE ACETAMINOFEN [ 0.5 ml plasma
POR CLAK, Extraer c/7 ml de
N Srer diftilico Columna fenilo ACN/ 0.02 - 0,06
HORWITZ R.A. Y COLABORADORES ; KHaroy, neg/0.5 ml
an fase orgdnica 3.9 mm (ded) x YA Rtho)
Evaporar 30 em (1), .
Clin, Chem, 23, 1596 (1977). Reconscituir en 200 mcl de 7% 93%

fase mévil,
Inyectar 50 mel.

Tabla H? 3

Hétodos analiticos para cuantificar acetaminofén en plasma.




E. MONOGRAFIA

(18, 19, 20, 21, 22)

Nombres quimicos y sinénimos
N-(4-hidroxifenil )acetamida, &4'-hidroxiacetanilida, p-hidro
xiacetanilida, p-acetaminofenol, p-acetil aminofenol, N-ace

til p-amino fenol, paracetamol.

Formula desarrollada

NHCOCH3

Formula condensada
cghgho,

Peso molecular
151.16

Descripecidn

Polvo hlanccrcristalino. inodoro y de sabor amargo.

Espectro de absoreidn infrarrojo
En una dispersién ablida de KBr, el acetaminofén presenta
los siguientes miximos: 1659 cm-l (C=0); 3326 cm~1 (N-H);

3162 cu~! (oH).
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Espectro de absorcidn ultravioleta

Presenta dos méximos de absorcidn en los siguientes disol-

ventes,
Etanol 249 y 290 um.
Eter anhidro 247 ¥ 283 um.
Agua 242 y 283 um.
Solubilidad
Temperatura °C Solubilidad Disolvente
(mg/ml)
20 11.3 Agua
25 11.6 Agua
37 20.0 Agua
100 52.0 Agua
37 23.8 Solucidén reguladora
pH 6
20 1 en 10 Etanol
20 1 en 10 Metanol
20 1 en 15 Acetona
20 1 en 10 Propilénglicel
20 1l en 50 Cloroformo
20 - Insoluble Benceno
20 Insoluble Eter
290 . Insoluble Pentano
20 Insoluble Eter de petréleo
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9.

10.

11.

Identificacibn

A:

El espectro de absorcién infrarrojo de acetaminofén en
una dispersidn de bromuro de potasio presenta mAximos
a las mismas longitudes de onda que una muestra de acg

taminofén estdndar de referencia. .

El espectro de absorcién ultravioleta de una solucidn

1:200000 de acetaminofén enm una solucidén 1:100 de Acide
clorhidrico 0.1 N en metanol, exhibe un maximo y un -
minimo a las mismas longitudes de onda que una solucién

de referencia de acetaminofén.

A 10 ml de una solucién 1:100 de acetaminofén, agregar
una gota de cloruro férrico: se produce una coloracidn

azul-violeta,

Intervalo de fusidn

168

- 172°C

Constante de acidez y pH.

El acetaminofén es un Acido débil, cuye valor de pKa se

encuentra entre 9.0 y 9.5.

Una solucidén acuosa saturada tiene un pH entre 5.3 y 6.5

a 25°C.



i2.

13.

14,

i5.

Método anmalitico para cuantificar acetaminofén como mate-

ria prima.

A: Espectrofotométrico: debe contener no menos del 98%

y no mas del 101%Z de CgllgNO, calculado en base seca.

Se determina en solucidén acuosa a una concentracion apro-
ximada de 12 mcg/ml en celdas de 1 cm de espesor a una lomn
gitud de.onda de 244 nm en un espectrofotdémetro adecuado,

usando agua como blanco.

Usos

Se emplea como analgésico y antipirético, es de uso alter-—

nativo para pacientes sensibles a la aspirina.

Estabilidad

El acetaminofén en solucidn es ligeramente sensible a la
luz; en forma sélida y pura es muy estable a temperaturas
superiores a los 45°C; es relativamente estable a la oxi-

dacién por efecto del aire.

Vias metabblicas

Existe una gran variabilidad inter individual en los por-
centajes relativos de acetaminofén libre y sus conjugados

glucurdnidos y sulfatos, sin embargo, las proporciones se



encuentran en los siguientes rangos:

Acetaminofén inalterado
Glucurébénido

Sulfato

Acetaminofén 3-cisteina

Acido acetaminofén-3-
cisteina

En la Figura No. B se muestran

taminofén.
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2.0 - 5.0 2
55.0 - 75,0 %
20.0 - 46,0 %
0.5 . - 7.0 %
5.0 = 7.0 %

las vias metabdlicas de ace



NH-CO-CHz

NH-CO-Clig
cool
0 o
HO
OH
on 0-503H
Glucurdnido de Sulfato de acetaminofén

acetaminofén

NH~CO--CHg T
ij__——___—_ oH 1

Acetaminofén

NH-CO-CHs NH-CO-CHi3

§CHp-CH-COOH SCHo - CH-COOH

on NHa NH=CO~CHg
OH
Acido acetaminofén-3- Acetaminofén-3-
mercapturico cisteina

Figura No. 8

Rutas de biotransformacién de acetaminofén.
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16. Farmacocinética (21)

El acetaminofén se absorbe rdpida y totalmente en el trag
to gastrointestinal. La concentracidn plasmatica maxima
se alcanza entre 30 y 90 pinutos después de la administra
cién oral, El tiempo de vida media en plasma humano se
encuentra entre 1.5 a 2 horas. Los metabolitos de mayor
importancia son los conjugados glucurénidos y sulfatos.

Son eliminados por la via renal.

Se distribuye uniformemente en todo el organismo, se une

a8 proteinas plasml&ticas entre el 20 y el 50X.

17. Aspectos biofarmacéuticos

Se ha encontrado un incremente en la biodisponibilidad de
| acetaminofén cuando éste se mezcla con urea; por otro lado
se observa un aumento en la disolucidén de acetaminofén -
empleando alfa y betaciclodextrinas. Se ha comprobado que
: un elixir preparado con sorbitol aumenta las propiedades

P _ analgésicas y antipiréticas del active. Del mismo modo,

se han realizado formulaciones efervescentes con acetaming

fén y se encontrd que se obtienen mayores y més rapidas

cancentraciones en plasma que con otro tipo de formulacio-

nes.
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18.

19.

Interaccién con otros farmacos (20)

El acetaminofén al ser formulado con aspirina, reacciona

y da lugar al &cide sal;cilico y al diacetil-p-aminofenol.
Al mezclarse con antipirina, irgapirina, irgafén, clorhi-
drato de difenhidramina, da lugar a complejos untuosos al

tacto.

La salicilamida retarda la velocidad de excrecidn de los
conjugados de acetaminofén, por una inhibicidn competitiva
de la formacién de conjugados de acetaminofén y salicilami
da en la sangre, por lo cual, la concentracién de acetami-
nofén sé incrementa. Se ha demostrado que el acetaminofén
y la antipirina inhiben mutuamente su metabolismo en ratas
y conejos, también se ha visto que la penetracidn de éstos
se inhibe en intestino de ratas. En humanos se ha ohserva
do gque la antipirina prolonga la concentracién plasmitica

de acetaminofén libre.

Toxicologia

En las dosis terapéuticas recomendadas, es generalmente bien
tolerado; sin embargo, pueden ocurrir ciertas reacciones -
alérgicas, como erupciones cutéineas que pueden estar acompa
iiadas de fiebre y lesiones en mucosas. El efecto secunda-
rio de ﬁés cuidado es la necrosis hepédtica potencialmente

fatal que depende de la dosis, también puede haber necrosis
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20.

tubular renal y coma hipoglucémice, la hepatotoxicidad

puede ocurrir al ingerir una dosis dnica de 10 a 15 g de

acetaminofén (200-250 mg/kg de peso); una dosis de 25 g

o mds incrementa el riesgo.

Dosis

La dosis oral convencional para adultos es de
cada 4 horas en nifiecs de 6 a 12 afies, no debe
g diarios; para los nifios menores de 1 afio la
es de 60 a 120 mg segln la edad y el peso; la

diaris no debe exceder de 1.2 g.

a4 -

325 a 650 mg
exceder 2,6
dosis lnica

dosis total



MONOGRAFIA DE CLORHIPRATO DE BENZIDAMINA
(22, 23, 24)

Nombres quimicos y sinénimos

N,N—dimethyl-3-[[1-(phenylmethyl)~1H-indazol-3-y1l]oxy]}
-l-propanamine; l-benzyl-3-[3-{(dimethylamino)propoxy]
-1H-indazole; l-benzyl-lH-indazol-3-yl 3-(dimethylamino)
propyl ether; benzindamine,

Benalgin, Tantum, Indolin, Tamas, Dorinamin.

Férmula desarrollada

0(CHy)3N(CHy) 5

CHo

Férmula condensada

CigHa3Ng0. HC1.

Peso molecular

345.86
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Descripcidn

Polvo blanco cristalino ineoloro.

Espectro de absorcién ultravioleta

Una solucién acuosa de clorhidrate de benzidamina, al

0.00123% presenta dos miximos de absorcién a 306 nm y

a 217 nm.

Solubilidad

Soluble en agua, alcohol y cloroformo.

Identificacidn

Az

El espectro de absorcidn infrarrojo de clorhidrato de
benzidamina en una dispersién de bromuro de potasio

presenta maximos a las mismas longitudes de onda que
una solucién de referencia de clorhidrato de benzida-

mina.

A 1 ml de una solucién al 1Z de clorhidrato de benzi-
damina,ragregar una gota de acido nitrico; evaporar
la mezcla a sequedad y humedecer con una gota de una
solucién alcohdlica de hidrdxido de potasio: Se pro-

duce una coloracién naranja.



10.

11.

12,

13.

Intervalo de fusién

157 - 159°C.

pH

Una solucién acuosa al 10% tiene un pH entre’'4.0 y 5.5.

Método analitico para cuantificar c¢lorhidrato de benzida-

mina como materia prima

Debe tener no menos del 982 y no més del 102% de - -

C39Hp3N30.HC1. calculado en base seca.

Se determina por método espectrofotométrico al U.V en una
solucidén acuosa cuya concentracidn es aproximadamente -
19.8 mg/ml en celdas de 1 cm de espesor a una longitud de

onda de 306 nm, Usando agua como blanco.

Usos

Se emplea como antiinflamatorio, analgésico y antipirético.

Farmacocinética

La dosis oral de clorhidrato de benzidamina es absorbida
en el tracto gastrointestinal. La concentracidén plasmati
ca maxima se alcanza a las 2 horas después de la adminis-
tracién oral. El tiempo de vida media en plasma humano

es aproximadamente de 13 horas. El 70%Z de l1a dosia es
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14,

15.

eliminada inalterada por via renal. Los metabolitos de
mayor importancia son el N-6xido de benzidamina y los con
jugados del acido glucurdnico con la 5-hidroxibenzidamina.

Se une entre el 15 y el 20% a proteinas plasmaticas.

Toxicidad

Los diversos estudios de toxicidad realizados en distintos
animales, permiten afirmar que la benzidamina no produce

efectos tdéxicos sistémicos.

La comparacidén de los efectos observados en ratas y rato-—
nes, demuestra que la via parenteral resulta més téxica
que la via oral (DLsg en el ratém, 540 mg/kg via oral y
107 mg/kg por via parenteral), ocurriendo la muérte de
los animales a las pocas horas de la administracién del
FArmaco. Las dosis letales producen trastornos de la

coordinacién motora y convulsiones clénicas.

Dosis

La dosis oral recomendada para adultos es de 150 & 200 mg
cada 24 horas. En nifios la dosis oral es de .50 mg/kg de

peso por dia.
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III. PARTE EXPERIMENTAL

La forma farmacéutica estudiada contiene como princi-

pios activos benzidamina y acetaminofén.

El objetivo de la combinacién es incrementar la acti-
vidad analgésica del acetaminofén aprovechando las indicaciones
terapéuticas de ambos y evitando la irritacién estomacal causa-

da por salicilatos.

O'Connell y Col. (13) utilizaron un métode por croma-
tografia de liquidos de alta resolucién, en donde el tratamien
to de la muestra comprende una desnaturalizacién de proteinas
con una solucién 0.3 N de Ba(OH); y una precipitacién posterior
de 1as mismas con una solucién acuosa al 5% de ZnS0,;. Este mé-
todo fue probado sin tener éxito en cuanto a la purificacidn -

del plasma.

Por tal motivo se desarrolld y validdé un método anali-
tico por cromatografia de liquidos de alta resolucidén sencillo,
rapido ¥ confiable con el objeto de poder ser utilizado en estu
dios de biodisponibilidad y bioequivalencia que incluyan aceta-

minofén en presencia de benzidamina.

La Figura No. 9 se muestra la secuencia de trabajo uti
lizada para el desarrollo del método de andlisis cuantitativo

de acetaminofén en plasma humano.
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PROPUESTA DEL
. METODO ANALITICO

BUSQUQDA BIBLIOGRAFICA
{MEtodos reportados)

SELECCION
CRITERIOS :

FACTIBILIDAD
TECNICA
OPERATIVA

ESTUDIO PRELIMINAR
EXPERIMENTAL Y SE-
LECCION DEL METODO

|

OPTIMIZACION
DEL
METODO

|

[ vacipacron

REPORTE DE RESULTA-
D05, CONCLUSIONES Y
SUGERENCIAS

Figura No. 9
Diagrama de desarrollo del método analitico para
cuantificar acetaminofén en plasma.
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3.1.A. CGUANTIFICACION DE ACETAMINOFEN EN PLASMA HUMANO POR
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

Equipo

Cromatédgrafo de liquidos de alta resolucién (Waters) con bomba
de alta presién (Waters modelo 510, inyector automitico "Wisp"
modelo 712 (Waters), mbédulo de datos"Hewlett Packard'" modelo
730, médulo z de compresién radial (Waters), cartucho "radial-
pak uBondapak” Cyg de 8 mm de diAmetro interno por 10 centime-
tros de longitud (Waters), precolumna "uBondapak Cjg (Waters)",
detector de absorbancia U.V de longitud de onda variable '"Kra-
tos-Analylical” modelo 757, agitador mecénico (Lab. Line Inst.),

microjeringa 100 mcl de capacidad (Hamilton).

Reactivos

Acctato de etilo R.A. (Baker), Metanol "Lichrosolv" (Merck),
Metanol Absoluto R.A. (Baker), Acetonitrilo grado "HPLC" -

(Fisher).

Solucidn de referencia de acetaminofén

Pesar exactamente alrededor de 50 mg de acetaminfén estdndar de
referencia y transferir a un matraz volumétrico de 200 ml, di-
solver y llevar a volumen. con metanol R.A. La concentracién

final es aproximadamente 250 meg/ml (solucidén de referencia 1).
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Tomar 2 ml de la solucidén de referencic 1, transferir a un matraz

volumétrico de 100 ml y llevar a volumen con metanol R.A. La

concentracién final es aproximadamente 5 mcg/ml (Solucidn de re—

ferencia 2).

Preparacién de la curva de calibracidn
A partir de las soluciones de referencia
soluciones de la curva de calibracidn en

tas como la indica la siguiente tabdla:

ly2,

preparar las

las proporciones exac

Solucidn Solucién de Solucidn de Concentracidn
No. . referencia 1 referencia 2 Aforo (mcg/ml)
1 - 2.0 ml 10 ml 1.0
2 - 4.0 ml 10 ml 2.0
3 - 6.0 ml 10 ml 3,0
4 - 8.0 ml 10 ml 4.0
5 - 10.0 ml 10 ml 5.0
6 1 ml - 25 ml 10.0
*PROCEDINIENTO

Preparacién de la muestra

Adicionar a tubos con tapdén de rosca.de 10 ml: 1 ml de plasma

y 5 ml de acetato de etilo R.A., agitar vigorosa;nenr.e durante
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l minuto, centrifugar a 4000 rpm durante 10 minutos; separar
la fase orgénica con ayuda de una pipeta Pasteur y transferir

a un tubo de ensayo; descartar la fase acuosa.

Colocar los tuboes en un bafio de agua a una temperatura entre
40 y 50°C, evaporar la fase orgadnica a sequedad utilizando una
corriente de aire, reconstituir el residuo con 500 mcl de meta
nol e inyectar 50 mecl en el cromatégrafo de liquidos de alta

resolucibén bajo las siguientes condiciones.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Velocidad de flujo 1.8 ml/min.

Presién 500 psi.
Sensibilidad 0.1 U,A,

Detector U.v. a 254 nm.
Velocidad de carta 0.2 cm/min.
Atenuacidn . 1.0

Tiempo de retencidn 8.44 min. aproximado
Temperatura ambiente

Fase mdvil 62 de acetonitrilo

32 de metanol

91% de agua destilada

Volumen de inyeccidn 50 mcl.



CALCULOS:

Se construyeron curvas de calibracién para determinar los

valores para intercepto y la pendiente, los cuales se utili=-

zan para calcular la concentracidén de acetaminofén en mcg por
ml de plasma con la siguiente fdérmula:

Area de acetaminofén — Intercepta
mcg acetaminofén/ ml plasma = -

(Pendiente) (Volumen de plasma)



PLASMA ( 1 ml )

Adicionar

5 ml de acetato de etilo
mezclar durante 1 minuto
centrifugar a 4000 rpm
durante 10 minutos

Fase acuosa

Fase organica
(descartar}

Evaporar 40 - 50°C
con corriente de
aire

RESIDUO SECO

Reconstituir con
500 mcl de metanol
RA

Inyectar 50 mcl

Figura No, 10

Diagrama general de tratamiento de muestras de plasma con acetaminofén.
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3.2,B. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Para certificar la confiabilidad del método fue necesario reali

zar diversas pruebas y evaluar estadisticamente los resultados

de acuerdo a los siguientes parametros,

Linealidad del sistema

Se prepararon seis concentraciones diferentes de soluciones
de referencia de acetaminofén: 0.0, 1.0, 3.0, 4.0, 5.0, 10.0

mcg/ml, analizando por triplicado cada solucién.

Los resultados se presentan en la Tabla No. 4 y en la Figura

No, 11,

Linealidad del método

Se prepararon seis concentraciones diferentes de acetamino~
£én adicionado a plasma: 0.0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 10.0

mcg/ml y se analizaron por duplicado cada muestra.

Los resultados se presentan en la Tabla No. 7 y en la Figura

No. 13.
Limite de deteccién

Se analizaron seis concentraciones diferentes de acetamino-

fén: 0.0, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8 mcg/ml, inyectando
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por triplicado cada concentracidm.

En las Tablas No. 5 y 8 se muestran los resultados y en las
Figuras No. 12 y 14 1la linealidad del sistema y del método

respectivamente.

En la Figura No. 15 se muestra la recta de regresién de la
cantidad minima cuantificable para la determinacién de ace-

taminofén en plasma humano por el método propuesto.

Precisibén del método: repetibilidad dia tras dia

Se analizaron 10 muestras de acetaminofén en plasnme en &
dias diferentes, utilizando la méxima concentracibn espera

da (5 mcg/ml) e inyectando cada una por cuadruplicado.

lLos resultados obtenidos se reportan en las Tablas No. 9 ¥y

10.

Exactitud

Se analizaron 12 muestras de acetaminofén en plasma para
cada una de las siguientes concentraciones 1.0, 2.0 y 5.0

mcg/ml., Inyectando por duplicado cada concentracién.

En las Tablas No. 11 y 12 se presentan los resultados.
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6. Especificidad
Se prepararon las siguientes muestras:

a) Plasma libre de prinicpio activo (blanco).

b) Plasma adicionado de 5.0 mcg de acetaminofén.

c¢) Plasma adicionado de 1.0 mcg de clorhidrato de benzi-
damina.

d) Plasma conteniendo acetaminofén y clorhidrato de ben-
zidamina obtenide a los 30 minutos después de la admi
nistracién de la forma farmacéutica a un voluntario

sano.

Los cromatogramas obtenidos se muestran en la Figura No. 16 en
los cuales se pueden observar que no existe interferencia algu
na para la determinacidén de acetaminofén en plasma en las con-—

diciones mencionadas anterjormente.

7. Estabilidad de acetaminofén en plasma
Para determinar la estabilidad de acetaminofén se analiza-
ron muestras con una concentracién de 5.0 mecg/ml mantenidas

en refriperacidén de acuerdo con el siguiente programa.

Tiempo Condiciones
Inicial - 5°C
lo. dia 5°C
20. dia 5°C
70. dia 5°C



En las Tablas No. 13 y 14 se observan los resultados obtenidos

en la evaluacidén de la estabilidad de acetaminofén en plasma.

3.3.C. RESULTADOS DE LA VALIDACION DCLL METODO ANALITICO

Se hicieron determinaciones analiticas de acetaminofén siguien

do el método propuesto para calificar su operatividad.

3.3.C.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA

A. Intervalo de concentraciones esperadas

Para evaluar la linealidad del sistema se utilizaron las

concentraciones que aparecen en la Tabla No. 4.

meg/mi de

acetaminofén Razén de

adicionados dreas
1.01 141358.88
2.02 284000.00
3.03 432560.00
4 .04 573843.33
5.05 726153.33
i0.10 1494488.88

Tabla No. 4
Linealidad de1>sistema para cuantificar

acetaminofén en metanol.
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Razén de Areas

1.6
1.4 -
1.3
1.8 -
1.1

1~
0.8 -
0.8
0.7 -

0.9996
149191.02
-19111.49

o 3
n

0.8
0.6 —
0.4
0.3 -

mcg/ml adicionados

Figura No. 11

Grafica que muestra la linealidad del
sistema para cuantificar scetaminofén en metanol.
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Nivel de concentraciones bajss para establecer la cantidad

minima cuantificable.

Paras estimar la capacidad del sistema analitico para cuan-
tificar acetaminofén en metancl a concentracignes bajas se

utilizaron las siguientes concentraciones.

meg/ml de

acetaminaofén Razén de

adicionados Areas
0.202 29072.00
0.303 41001.22
G.404 54532.00
‘ 0.505 70268.00
0.606 83784.0C
¢.808 110228.88

Tabla No. 5

Linealidad del sistema a bajas concentracidnes en metanol.
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Razbn de A&reas

120

310

100 -

r’ = 0.9990

m = 135933.05
b = 744.56
) T L T T T 1 L
[ og 04 as os

mcg/ml sdicionados

Figura No. 12

Grafica que muestra la linealidad del sistema para cuanti

ficar acetaminocfén a bajas concentraciones en metancl.
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Para evaluar la linealidad del sistema y método, existen critge
rigs establecidos basados en la pendiente (m), ordenada al ori
gen (b), coeficiente de correlacidn (r) y coeficiente de deter

minacién (r2).

PARAMETRD CRITERIOS DE ACEPTACION
Pendiente m 1.00
Ordenada al origen b = 0.00
Coeficiente de correlacidn r 'y 0.99
Coeficiente de determinacibn rzjk 0.98

Tabla No. 6

‘Criterios de aceptacién utilizados en la evaluacidn del sistema.

Discusién
Como se puede ver en los resultados obtenidos el sistema analiti
co es funcional para cuantificar acetaminofén en metanol dentro

del intervalo de concentraciones esperado (1 a 10 meg/ml).

Adem#as permite cuantificar concentraciones bajas conservando -

linealidad en el intervalo de 0.2 0.8 mcg/ml.
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3.3.C.2. LINEALIDAD DEL METODO

A. Intervalo de concentraciones esperados
Para evaluar la linealidad del método se realizaron reco-—
bros de acetaminofén presentes en placebos afiadidos con

diferentes cantidades de acetaminofén.

mcg/ml de mcg/ml de
acetaminofén acetaminofén Z
Ne. de muestras . adicionados recuperados recuperado C.V.%
2 1.01 0.845 83.66 1.16
2,02 - 1.731 85.69 1.51
2 3.03 2.431 80.23 1.55
2 4.04 3.233 80.02 1.36
2 5.05 ) 4.290 84,95 1.32
2 10.10 8.530 84,45 1.83
X = 83.16 1.45
D.E = 2.45
C.Vv= 2,94

S y/x 0.096

Tabla No. 7

Linealildad del método para cuantificar acetaminofén en plasma.
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pcg/ml recuperados

r’ = 0.9990
m = 0.8478
-0.0579

o
"

meg/ml adicionados

Figura No. 13

Grafica que muestra 1a linealidad del

método para cuantificar acetaminofén en plasma.
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B. CONCENTRACIONES BAJAS

Para evaluar lt; linealidad del método a bajas concentracion;zs
se analizaron muestras plasmiticas adicionadas de diferentes
concentraciones de acetaminofén con el fin de establecer la

minima cantidad cuantificable. Los resultados se muestran en

la Tabla No. 8.

mcg/ml de meg/ml de
acetaminofén acetaminofén z

No. de Muestra adicionados recuperados recuperado C.V.Z2
3 0.202 0.243 120.3 4.33
3 0.303 0.358 118.15 11.19
3 0.404 0.383 94.80 3.6
3 0.505 ) 0.512 101.38 5.34
3 0.606 0.550 91.0 2,55
3 0.808 0.756 93.56 1,57

X = 99.95% 4.92%
D.E = 14.56
C.V = 14,57%

S y/x = 0,027

Tabla No. 8

Linealidad del método para cuantificar acetaminofén en plasma a
bajas concentraciones.
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mcg/ml recuperados

0.7 -

0.6

0.6 -

0.4 -

= 0.9819
m = 0.8164
b = 0.0822

mcg/ml adicionedos

Figura No. 14

Grafica que muestra la linealidad del método

a bajas concentraciones.

- 67 -




B.1 LIMITE DE DETECCION

Para determinar la cantidad minima cuantificable se realizaron
recobros de acetaminofén presentes en placebos afiadidos con di
ferentes concentraciones de acetaminofén.

1ol acetaninofén encontrado

L m = 0.8998
0'9’;— b = 0.0271
0_8:.. r = 0.9%06 ) -
0.7
0.6 - LIMITE

: TFERIR
0.5F — LINITE
ok SPERIR

. —RECTR IE

03 , , , ] REGRESION

0404 0.5 0.606 0707 088
mg/ml acetaninofén ahadido

Figura No. 15
Recta de regresién del método analitico propuesto a bajas con
centraciones mostrando las cinturas de confianza del 95%.

DISCUSION:

Como se puede ver en los resultados obtenidos en la linealidad
del método:

El método analitico es funcional para cuantificar acetaminofén
en plasma dentro del intervalo de concentraciones esperados -
(1 8 10 mcg/ml),

Ademéds permite detectar concentraciones bajas conservandoe 1la
linealidad del método en el intervalo de 0.2 a 0.8 mcg/ml.
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3.3.C.3. PRECISION DEL METGDO
A. Repetibilidad

Se analizaron muestras plasméticas afiadidas a una concentra
¢ién de 5.0 mcg/ml de acuerdo al método analitico propuesto

cuyos resultados se muestran en la Tabla No. 9.

mcg/ml de '
No. de muestras acetaminofén %
analizadas Dia recuperados recuperado c.v.%
4 1 4.43 88.6 0.84
4 1 4.29 85.8 1.79
4 1 4.32 86.4 0.69
4 1 4.30 86.0 1.50
4 1 4.00 80.0 1.38
4 1 4.1 82.2 0.17
4 1 4.35 87.0 0.94
4 1 4.29 85.8 1.40
4 1 4,27 85.4 0.15
4 1 4.04 80.8 1.97
4 2 4.14 82.8 2.64
4 2 4,25 85.0 1.90
4 2 4,26 85.2 1.70
4 2 3.95 79.0 0.28
4 2 3.95 79.0 1.45
4 2 4.27 85.4 1.43
4 2 4.17 83.4 1.52
4 2 4.27 85.4 2.06
4 2 4,26 85,2 1.31
4 2 3.82 76.4 1.06
Tabla No. 9

Precisién del‘ método por CLAR para cusntificar acetaminofén en plasma tratande
muestras afiadidas a una concentracién de 5 meg/ml c/u.
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meg/ml de

No. de muestras acetaminofén F4

analizadas Dia recuperados recuperado C.V.%2
4 3 4.09 81.8 1.89
4 3 4,08 81.6 1,40
4 3 4.17 83.4 1.22
4 3 4,09 81.8 1.54
4 3 4,18 83.6 0.79
4 3 3.88 77.6 1.35
4 3 4,13 82.6 1.65
4 3 4,11 82.2 1.10
4 3 4,10 82.0 0.23
[ 3 3.96 79.2 0.46
4 4 3.83 76.6 0.46
4 4 4,12 82.4 1.77
4 4 4,22 84.4 2.20
4 4 4,28 85.6 2.24
4 4 3.86 77.2 0.89
4 4 4.02 80.4 1.60
4 4 4,12 82.4 3.02
4 4 4.55 ) . 91.0 1.02
4 4 4.16 83.2 0.21
4 4 4.15 83.0 1.78

Continuacién de la Tabla No. 9.
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meg/ml de

Dia 23:&3:32? Ngﬂzxriz 4 Rec;.\perado c.v.Z
1 5.0 10 84.80 1.08

z 5.0 10 82.68 1.54

3 5.0 10 81.58 1.16

4 5.0 10 82.62 1.53
Total 5.0 40 82,92 1.33

Tabla No. 10

Tabla acumulativa de datos de la repetibilidad dia tras dia del métode.

ISR




Para evaluar la reproducibilidad en dias diferentes se utilizé
ia prueba estadistica de andlisis de verianza (ANADEVA). Segin

el siguiente modeclo.

Yij = A+ Dy + By

donde: Yij = percentaje de recuperacién
}.\: valor medio de las observaciocnes
D = efecto del dia

E = error experimental

Grados De Suma De Media
Fuente Libertad Cuadrados Cuadratica Fealculada
D3 4 -1 20652.808 6884,269 0.9999
Ej(i) 4(10)-4 247833.80 6884.,27 =~z 1.0
Total 4(10)-1 268486.608

1o £ 2.87

Siendo Fcalculada. < Frabias por lo tanto el método es repetible

dia tras dia.
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B. REPETIBILIDAD

Se analizaron 10 muestras independientes para evaluar la repeti
bilidad del método analitico en el mismo dia mediante un estadi

grafo de contraste X2(ji-cuadrado).

n = 10 Hipdétesis de contraste
Y = 84.8 Hoi @2 = @2 = (3)2
s = 2.8174
s? = 7.94 Hy: 02 @3
o= 0.05 {(nivel de signi-
ficancia)
x2 0.95 = 16.92
2 (n—l)a2
X4 calg = —————— = 7.94
a?
Comparando: xzcalc. < xztabl.

7.94 < 16.92

Intervalo de confianza: I.Co,95 = 1.94 <G' <5.110

Discusién: Siendo XZca1c, = 7-94 < X2.4p1, = 16.92 se acepta f,

¥ por lo tanto el método es repetible en el mismo

dia.
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3.3.C.4. EXACTITUD

Para evaluar los resultados obtenidos en exactitud se realiza-
ron 12 determinaciones de cada una de las 3 concentraciones 1,

2 y 5 mcg los resultados se muestran en la Tabla No. 11.

mcg/ml de mcg/ml de
acetaminofén acetaminofén 4
No. de Muestras adicionados recuperados recuperado
2 1.01 0.7816 78.16
2 1.01 0.7936 79.36
2 1.01 0.8057 80.57
2 1.01 0.8320 83.20
2 1.01 0.8026 80.26
2 1.01 0.8057 80.57
2 1.01 " 0.8505 85.05
2 1.01 0.8627 ‘86.27
2 1.01 0.8545 85.45
2 1.01 0.8636 86.36
2 1.01 0.8526 85.26
2 1.01 0.8500 85.00
X = 0.83 83.00
D.E = 0.03
C.Vv = 3.55Z

- Tabla No. 11

Exactitud del método.
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mcg/ml de meg/ml de

acetaminofén acetaminofén 4
No. de Muestras adicionados recuperados recuperado

2 2.02 1.6720 -83.60
2 2.02 1.6684 83.42
2 2.02 1.6200 81.00
2 2.02 1.6850 84.25
2 2.02 1.7410 87.05
2 2.02 1.6480 82.40
2 2.02 1.5600 78.57
2 2.02 1.5920 79.60
2 2.02 1.5842 79,21
2 2.02 1.6108 80.54
2 2.02 1.6540 82.70
2 2.02 1.7410 87.05
X = 1.65 82.45

D.E = 0.05

C.V = 3,41%

Gontinuaciébn de la Tabla No. 11.
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meg/ml de mcg/ml de

acetaminofén acetaminofén Z
No. de Muestras adicionados recuperados recuperado

2 5.05 3.9775 79.89
2 5.05 4.1200 82.40
2 5.05 4.0750 81.50
2 5.05 4.4440 °  B88.88
2 5.05 4.3200 86.40
2 5.05 4.4400 88.80
2 5.05 4.2200 84,80
2 5.05 4.3500 87.00
2 5.05 4.3200 86.40
2 5.05 4.3700 : 87.37
2 5.05 4.2400 84.80
2 5.05 4.2300 84 .60
X = 4.26 85.20

D.E = 0.14

C.V = 3.40

Continuacién de la Tabla No. 11.
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mcg/ml de acetami Nimero de % Recuperado Z

nofén adicionados muestras promedio C.V.
1.0 12 83.00 3.55

2.0 12 82.45 3.41

5.0 : 12 85.20 3.40

Total 36 83.55 3.45

Tabla No, 12

Tabla acumulativa de datos de la exactitud del método.

Discusién:

Como se puede ver en los resultados obtenidos en exactitud
del método no es necesario efectuar un anflisis estadistico

para determinar la exactitud del método.
Lo que si se puede es determinar la constancia del porcenta

je recuperado a través de los diferentes niveles de concen-

tracidn.
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3.3.C.5. ESPECIFICIDAD

Con el propdsito de demostrar que no hay interferencias para la
cuantificacibn de acetaminofén en plasma se analizaron las si-

guientes muestras con el método desarrollado.

<
=
O
bl
)
=
=2 .g
o £
o
o
-
? K
& o
»
k3
]
5 L=
=
a) Blanco (plasma libre de b) Plasma + 5 mcg de ace
principio activoe) taminofén.

Figura No. .16

Cromatogtamos obtenidos en la prueba de especificidad del método.
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¢) Plasma + 1 mcg de d) Plasma + acetaminofén y
clorhidrato de clorhidrato de benzidamina
benzidamina. obtenida a los 30 minutos

después de la administracidn
de la tableta a un volunta-

rio sanao.

Continuacién de la Figura No. 16
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3.3.C.6.  ESTABILIDAD

Considerando que las muestras biolégicas no son analizadas inmediatamente después de haberse tomads, se anali

zaron muestras de plasma adicionado con una concentracién de 5,0 mcg de acetaminofén.

meg/ml de mcg/ml de mcg/ml de meg/ml de ncg/ml de
acetaminofén = acetaminofén % acetaminofén 4 acetaminofén Z acetaminofén 4
adicionados recuperados  recuperado recuperados  recuperado recuperados  recuperado recuperados  recuperado
Inicial Dia 1 Dia 2 Dia 7
(5°C) (5°C) (5°C)
5 4.43 88.60 4,28 87.6 3.717 75.4 2.83 56.60
5 4.48 89.60 4,30 86.0 3.90 78.0 3.04 60.86
5 4.4) 88.20 4.53 90.6 3.97 79.4 2.94 58.80
5 4,31 86,20 4,03 80.6 3.58 71,56 2.96 59.20
5 4.36 87.20 - 4,04 80.8 3.67 73,40 3.05 61.00
5 4,31 86.20 4.03 80.7 3.68 73.60 3.12 62,40
5 4,28 85,20 4,07 8l.4 3.85 77.00 3.39 67.80
3 4,25 85.00 4.06 81.2 3.90 78.00 3.09 61.80
5 4.37 87.40 4.20 84.0 3.87 77.50 2.34 58.80
X =810 Y = 83.65 X =175.98 X = 60.80
= 1.56 D.E = 3.65 D.E= 2.63 D.E = 3.18
C.V = 1,792 C.V = 4.36% C.V = 3,467 C.V = 35,22%

Tabla No. 13

Tabla que muestra los resultados obtenidos en la estabilidad de acetaminofén en plasma.
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Inicial 24 hrs. 5°C 72 hrs. 5°C 168 hrs. 5°C
X 87.0 % 83.65 2 75.98 3 60.80 2
D.E. 1.56 3.65 2.63 3,18
c.v 1.79% 4.36 3.46 % 5.23 2
Tabla No. 14

Tabla acumulada de los resultados obtenidos en la

estabilidad de acetaminofén en plasma.

Discusidn:

Como se puede observar en los resultados obtenidos acetaminofén

no es estable en plasma descongelado por mas de 24 hrs., por lo

quc se recomienda que las muestras plasmiticas siendo desconge-

ladas deben ser extraidas y evaporadas a la brevedad posible.

Se recomienda que este estudio de estabilidad se realice con

muestras congeladas en un periodo mayor de tiempo gque permita

evaluar un tiempo confiable de almacenamiento.
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v. CONCLUSIONES

Se implantd un método analitico por cromatografia de liquidos

de alta resolucidén y demostrd ser confiable, sencillo y répi-~

do, ya que reune las sipuientes caracteristicas:

1)

2)

3

Linealidad: El método analitico desarrollado para cuanti-
ficar acetaminofén en plasma demostrdé ser lineal en el in-
tervalo de concentraciones de 0.4 a 10 mcg/ml de plasma, -

se obtuve un coeficiente de correlacién de 0.9993.

La repetibilidad del método en el mismo dia y en dias dife
rentes no presenta diferencias significativas, dado que la
variacidn no sobrepasd el 3% contrastade a partir del esta
distico de prueha x2 (ji-cuadrado), sin embargo, se reco-
mienda realizar una curva estdndar cada vez que se anali-

cen muestras.

La evaluacién de la pendiente de la recta de regresibn li-
neal indica que sélo el B4.25% en promedio se estd recupe-
rando. Por lo que el método no es exacto ya que no se -

obtuvo el 100Z de rendimiento en la extraccidén de acetami-
nofén en plasma, sin embargo, es adecuado para estudios de
biodisppnibilidad y farmacocinética, ya que es lineal y

preciso en el intervalo que va de 1 a 10 mcg/ml que es el

- 82 -



4)

5)

6)

que comprende las concentraciones plasmiticas esperadas,

La cantidad minimz cuantificable se estima en 0.4 mcg/ml

de plasma.

Estabilidad. Las muestras de acetaminofén descongeladas
demostrarén no ser estables en plasma por mas de 24 hrs.
Se recomienda un estudio de estabilidad por un periodo

de tiempo que comprendan de 2 & 3 meses de muestras en

congelacibn.

Especificidad. No se detectd ninguna sustancia que inter-

firiera cn la cuantificacibn de acetaminofén en plasma.

Recomendaciones

Implantar el método analitico buscando un estAndar interno.

Completar el estudio desarrollando un método analitico para
determinar clorhidrato de benzidamina en plasma, en presen-

cia de acetaminofén.
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