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RESUMEN 

La clortalidona es un diurético de baja toxicidad' y acción 
prolongada usado en la terapia de hipertensión arterial. Se 
pretende realizar un estudio de bioequivalencia de comprimidos de 
Clortalidona administrando una dosis de so.o mg. 

En este trabajo se desarrolló y validó un método analitico rápido, 
sencillo y barato para cuantificar Clortalidona en orina para ser 
usado en dicho estudio de bioequivalencia. Con el desarrollo se 
obtuvo un método por cromatografia de liquidas de Alta Resolución 
usando una columna en fase reversa (Cl8) y una fase móvil compuesta 
por disolución amortiguadora de fosfatos O.OlM:Acetonitrilo (80:20, 
pH 7. O) . La preparación de la muestra obtenida consiste en la 
extracción selectiva de la Clortalidona y su estándar interno (2,7-
Dihidroxinaftaleno) de la orina por medio de un cartucho de 
extracción en fase sólida con empaque quimicamente enlazado CN, 
usando como disolvente de lavado agua. El análisis se hace en linea 
con ayuda de una válvula de conmutación de columnas, inyectando la 
muestra al cartucho de limpieza para su lavado y ' posterior 
conmutación a la columna analitíca para su separación "f monitereo 
al UV a 214 nm. 

La validación mostró que la Clortalidona se cuantifica¡ de manera 
sensible, selectiva, lineal, exacta y precisa en el im:ervalo de 
0.1 a 20 µg/mL con un recobro mayor al 88% y que es ! estable a 

"'"'"º'º" ººº"º'°º .. ,. •>~:=~'°· 1 

Chlortalídone is a low toxícity and long action diureti'c used in 
the high blood pressure therapy, A bioequivalence study Qf so.o mg 
Chlortalidone tablets is intended to conduct. '1 

A fast, easy and unexpensíble analytical method was devJloped and 
validated in this work to quantify Chlortalidone in urine¡ in order 
to be used in the bioequivalence study. The development resulted in 
a High performance Líquid Chromatography method using a reverse 
phase analytical column (Cl8) and a 0.01 M lphosphate 
buffer:Acetonitrile (80:20, pH 7) mobile phase. The sample 
preparation consists in the selective extraction of the 
Chlortalidone and its internal standard (2, 7-Dihydroxynaphthalene) 
from the urine with a salid phase extraction cartridge filled with 
chemically bonded CN support, using water to wash the sample. The 
analysis is made on line with a column switchíng valve, injectíng 
the sample into the cleaníng cartridge to wash it and then 
switching to the analytícal column to separate and to monitoring 
the analyte by uv absorbance at 214 nm. 

The validation showed that the Chlortalidone is quantified in a 
sensible, selective, linear, accurate and precise manner in the 
range of 0.1 to 20 µg/mL with a recovery higher than set and, that 
it is atable in different storage conditions. ' 
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Ill'l'RODUCCIO• 

La Ley General de Salud, en su articulo 222, dispone que la 
Secretaria de Salud concederá la autorización para la venta de 
medicamentos cuando se demuestre que las sustancias que contengan 
reunen las caracteristicas de seguridad y eficacia exigidas. 

Para el caso de productos farmacéuticos clasificados como genéricos 
una forma de demostrar la eficacia es con un estudio de 
bioequivalencia, en el cual se comparan dos productos, una 
formulación de prueba y una formulación referencia, administrados a 
un grupo de sujetos sanos voluntarios, y se miden las 
concentraciones del fármaco o uno de sus metabolitos en un fluido 
biológico tal como sangre total, suero, plasma u orina. 

La cuantificación del fármaco y/o su metabolito debe llevarse a 
cabo con un método analitico bien caracterizado, el cual aporte la 
información de las concentraciones obtenidas de manera exacta, 
precisa y especifica. 

La Clortalidona es un producto genérico clasificado dentro de la 
categoria terapéutica como diurético de acción prolongada y baja 
toxicidad. Para obtener la autorización de venta en paises 
desarrollados de un producto con este principio activo se le debe 
realizar, entre otras pruebas, un estudio de bioequivalencia. 

Con base en lo anteriormente mencionado se hizo necesario contar 
con un método analitico que cuantificara de manera confiable a la 
Clortalidona en orina. El propósito de este trabajo fué el de 
desarrollar un método que fuera sencillo y rápido y validarlo de 
acuerdo a los criterios requeridos por organismos mundialmente 
reconocidos. 



CAPITULO 1 

GEllBRALIDADEB 

1.1 CLQRT!\t,Il>OJ!A 

1.1.1. Konoqraria 

- Rolll!)ra Genjrico1 

Clortalidona 

- Rolllbr• Qui11ico <1> : 

2-cloro-s- (2, 3-dihidro-l-hidroxi-3-oxo-lH:.iaoindol-l-il)·-
Bencensulfonamida. · 

,_,, . ' 

3 

2-Clora-S-(l-hidroxi-3-oxo-1-isoindolinil) be~~ensulf~namida. 

- Rolllbrea comercial•• m 1 

Higrotón, Regrotón, Higro-long e Hidrotón. 

- l'eao Koleoular m 

338.76 

- Fórmula ccndenaada m 1 



- J'óraula Daaarrollacla 11.2> : 

Figura 1.1. Clortalidona 

o 

OH 

CI 
o 

# .. , S ·:· 

····t'.·····"'NH 
. 2 

- Aniliai• 111aaanta1 <2> 1 

4 

El anUisis elemental para la Clortalid~na 'se''níuestia' · eri la' Tabla 
1.1 

- Daaaripción C1> : 

Elemento 

carbono 
Hidrógeno 
Cloro, 
Azufre 
Nitrógeno 
Oxigeno 

La Clortalidona es un polvo blanco»o blanco amarillento. 



5 

- Solubilidad CZ> : 

La clortalidona se considera prácticamente insoluble en agua, sin 
embargo su solubilidad varia de acuerdo al pH debido a la formación 
de la sal, como se muestra en la Tabla l. 2. Es muy soluble en 
disolventes tales como dimetilformamida,. dimetil sulfóxido y 
metanol, soluble en alcohol e insoluble en cloroformo y éter. 

Tabla 1.2. Solubilidad de la Clortalidona en agua en función del pH 
a temperatura ambiente. 

pH Solubilidad de la Clortalidona (mg/mL) 

4.90 0.167 
7.00 0.180 
7.70 0,183 
8,40 0.210 
8.65 0,230 
8;95 0.300 
9.40 0,390 
9,60. 0.597 

10.00 1.201 
10.10 2.958 
10.30 .4.698 
10.50 '5;534 
10.90 9.911 

- Intervalo da l'usión m : 

El intervalo de fusión reportado para la Clortalidona es de 215 a 
226°c con descomposición, utilizando la técnica descrita en la 
farmacopea de los Estados Unidos (USP) • Por calorimetria 
diferencial de barrido se obtiene un punto de fusión de 214ºc1 no 
se observa alguna endoterma de fusión al sobrecalentar, enfriar y 
volver a calentar la muestra, debido a la formación de un polvo 
amorfo, 

- l'olimorfismo <2) : 

La Clortalidona presenta 
encontraron polimorfos 
dimetilformamida/agua y 
diferencial de barrido. 

sólo una forma cristalina, ya que no se 
de ésta al ser recristalizada de 
analizada por rayos X y calorimetria 
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- con•tant• de :toniaación m 1 

La función sulfonamida de la Clortalidona se considera la 
responsable de la disociación ácida, presentando un pKa de 9.36 en 
agua, determinado espectrofotométricamente a 275 nm. 

- Z•pectroacopia en 1 

Ultravioleta. - La Clortalidona presenta un ¡náximo de absorción en 
aproximadamente 214 nm y un multiplete aromático en 
aproximadamente, 266, 275 y 283 nm como se muestra en la Figura 
1.2. 

0.'SSE:21 
A 

o.oooa·!:--,-.-~--;-=::::::::=:=:::-.,...,...:....__..,.._, _____ .;_ 
: 200 :i!SO , 300 , 

Lcngl.tu·d de o'nda (nm) 

.300 

Lcngi tud de anda (nm) 

350 100 

100 

Figura 1.2. Espectro Ultravioleta de Clortalidona obtenido en un 
Espectrofotómetro UV/VIS Hewlett Packard de Arreglo de Fotodiodos 

modelo 8452A en una celda de cuarzo de 1 cm de longitud y a una 
concentración de Clortalidona de 10.0 µg/mL. 

A) Intervalo de 200 a 400 nm 
B) de 244 a 400 nm. 
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Infrarrojo: En la Figura 1.3 se muestra el espectro de absorción, 
en el cual se distinguen las siguientes bandas: 

Tabla 1.3. Asignación de Bandas de Absorción al Infrarrojo de la 
Clortalidona 

Banda (cm-1 ) Intensidad Asignación 

3350 Media Estiramiento 0-H 

3255 Media Estiramiento 0-H 

o 
u Amida 

1690. Fuerte -C-NH 

1347· e h.' ·,;· ·Fuerte sulfonamida 

.. 1170' :ir:·· Fuerte sulfonamida 

1041 ~ :.:; ') . . ·.:· .. Fuerte Flexión 0-H 

. ·:'59'6, 
~. "' . ~·\:'·. :':.:.' Fuerte Estiramiento -el 

... 

1 

.. ~ 
i ~ ~ ~ J - : : 1 

••Da •oo_o 100-0 ""',~ .. -,-.. -,-, -, ...... ,;-:;;; "1i"o"""to0 •oo 

J 

i 
i 

lll o 

Número de Onda Ccm~ 1) 

Figura 1. 3, Espectro IR de la Clortalidona obtenido en una 
dispersión en Bromuro de Potasio en un espectrómetro IR con 

Transformadas'de Fourier Nicolett modelo 205 
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Espeptro de Masas: El espectro de· Masas de la ·c1ortalidona se 
muestra en la Figura l. 4 • 

... 

... .. . 
:1: m/z 

Figura 1. 4. E.;peC::t.ro de M~s'as de la'. Clortalidona utilizando _ 
ionización ,de .Impacto ,.de Electrones¡ obtenido;.en·· un. e91Jipo. Varfan 

. . .. . MAT-112. 



g 

Tabla 1.4. Asignación de señales Cftracteristicas del espectro de 
masas de la Clortalidona 

Pico No. de MJ¡a kigna:ioo 

1 340 M 1 t 2 (Indico 1 a oro) 
2 338 M1 (1~ l"Kll.EOJLAR) 
3 321 M• -Ql. 
4 285 M1 ·H,0-CI 
5 239 Mf- HP-SO.Nl'\ 
6 177 NO~GNADO 

7 148 

8 130 

9 104 @-c:d. 

10 102 @-c¡N1 

Resonancia 11agnética Nuclear: El espectro de resonancia magnética 
nuclear de H se muestra en la Figura l. s, utilizando TMS como 
referencia interna, mostrándose también la asignación de bandas en 
la Tabla l. 5. Picos adicionales en el espectro son debidos a los 
disolventes. 
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Tabla 1.5. Asignación de bandas de 1H 

He o 
N"Ha He He 

CI o 
He Hb-- ~ 

~ ""-N-He 
He 

Protón· Multiplicidad 

::. sfoqulete 
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Figura 1.5. Espectro de RMN de la Clortalidona en OMSO con TMS como 
referencia interna, obtenido en un instrumento JEOL FX 90Q. 

· .. ~·· 1 

D~ ... · ........ ~ ....... L ....... ,.J. 
1 O Q e 7 6 5 4 '\ 2 1 ' O PPtv 

- sintesia y Purificaci6n m 1 

El ácido 3-amino-4-clorobenzofenona-2-carbox1lico se. diazotiza·, . el· 
.cloruro.· de diazonio resultante se. pone a .·reaccionar·: en frie con. 
dióxido de azufre en ácido acético glacial en.preséncia·de :cloruro 
cúprico, para ~ermar el cloruro de 4-cloro-2'-carboxi'-benzofenona:-
3-sulfonilo- (C). Calentando "C" con cloruro,·'de''tionilo''se'.'produ.ce 
el 3-cloro- (3 •-cloro-sulfonil-4 '-clorofenil) -:ftalida; -;,;:1a·.,·cual .; es· 
aislada, disuelta· y puesta. a - reacci __ onar/ con ;amonio':'..en· ~.frie ,-.en· 
presencia::de. etanol. Se elimina el. disolvente_ y;;eü .. tratarniento del 
residuo ~-·con HCl produce la clortalidona_ ·cruda; la :·cual es 
recristalizada en etanol ~cuoso. _us pat ·: 3 ~-055, 904 ... · 
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- B8tallilil4a4 (!, Z, 3• 4• Sl 

La Clortalidona se considera estable como polvo seco a temperatura 
ambiente, ya que no se encontró degradación de la materia prima 
durante el almacenamiento en un periodo de 3 años. 

En la Figura 1.6 se muestran los productos de degradación de la 
Clortalidona. 

En 1983 Bauer J. y colaboradores C3> reportaron 2 productos de 
degradación de la clortalidona (I): el ácido 2-(3-aminosulfonil-4-
clorobenzoil)-benzoico (II) y el 3-[(4-cloro-3-
aminosulfonil)fenilJ-lH-isoindol-l-ona (III). Estos compuestos se 
observaron al ser preparada la muestra de I con la técnica indicada 
por la USP XIX e inyectada a un sistema cromatográfico. La 
preparación de la muestra involucra extracción con acetona, 
evaporación y reconstitución del residuo en metanol acidulado. La 
degradación se produce en este último disolvente y depende del pH, 
de la cantidad de agua presente en la muestra y del tiempo de 
exposición. 

Por otra parte. sa•sa• s. I. <4> reportó en 1988 la obtención de II 
al reflujar I con hidróxido de sodio al 20%. El método se 
desarrolló con el fin de obtener un método selectivo para 
clortalidona y atenolol en una formulación que combinaba los dos 
principios activos por cromatografia de liquidas. 

En 1985 en un articulo reportado por Pandit N. K. y colaboradores151 

se informa acerca de la formación de éteres de I con alcoholes, en 
presencia de ácidos inorgánicos fuertes y especif icamente con 
metanol (IV) • 

Cabe mencionar que la USP xxrr<1> requiere la cuantificación de II 
como una prueba de limite de impurezas para la materia prima, bajo 
el nombre de "Limite de ácido 4 '-cloro-3 '-Sulfamoil-2-benzofenona 
carboxilico (CCA)", 
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Figura 1.6. Productos de deqradación Reportados para la 
Clortlllidona 

Oaidii*m 
o 

l 
Ald:i 2-{3"«1ira!Jfail-o-d11Unil~co 

IY. 
Miil EW de la Oaididm 

o 
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1.1.2. Waraaoolo9ia 

- Meoaniaao 4• Aooión (6, 7), 

La Clortalidona es un diurético sulfonamidico, que difiere en su 
estructura de las tiazidas y benzotiazidas debido a la naturaleza 
de su anillo heterociclico, pero su acción farmacológica es 
similar. su acción principal es aumentar la excreción renal de 
cloruro y sodio con el volumen de agua acompailante. Aunque es 
inhibidor débil de la anhidrasa carbónica, el mecanismo de acción 
principal es la inhibición del transporte activo de Na+ y su ion 
acompailante (Cl-) desde los túbulos renales hacia la sangre, pero 
la localización precisa y el mecanismo por el cual se efectúa 
todavia no se conoce. Se ha observado q1,1e no interacciona 
directamente con la ATPasa dependiente de Na+¡K+ aislada de células 
renales, por lo tanto se sugiere que inhibe a este sistema 
enzimático de manera indirecta actuando sobre una de las enzimas 
que intervienen en las vias de sintesis de la ATPasa. Como la 
sintesis de la ATPasa no se lleva a cabo solamente en tejido renal, 
la acción selectiva sobre el transporte sódico renal se explica por 
la acumulación del fármaco a este nivel. 

otra acción es la de producir un aumento importante en la excreción 
de K+ y Kg2+ y disminuir la excreción de ácido úrico sin modificar 
la excreción de x- y Br-. 

Por último, se ha visto que al inicio del tratamiento con 
Clortalidona o fármacos relacionados se disminuye el gasto cardiaco 
y el volumen sanguineo; pero con la terapia crónica el gasto 
cardiaco se normaliza, la resistencia vascular periférica disminuye 
y hay una reducción persistente del liquido extracelular y del 
volumen plasmático, provocando asi un efecto antihipertensivo. Este 
erecto es atribuido a la excreción de sodio provocado por el 
fármaco, aunque se ha sugerido que hay una acción sobre el músculo 
liso arteriolar con lo que se logra la resistencia vascular 
periférica. 

- Tozioi4•4 y Bfactos Adversos (6, 7 >: 
La toxicidad de la Clortalidona a altas dosis provoca la depresión 
del Sistema Nervioso Central. Se han presentado casos inesperados 
de hipersensibilidad al fármaco manifestada como púrpura, 
dermatitis con fotosensibilidad, vasculitis necrotizante y 
depresión de los elementos figurados de la sangre. 

El uso de este diurético puede provocar hipocalcemia, 
nivel de ácido úrico en la sangre, aumento de la 
disminución de la tolerancia a la glucosa y agrava 
insuficiencia renal y/o hepática. 

aumento del 
glucemia y 
cuadros de 
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- Uaoa (8 )1 

En la iniciación y mantenimiento de la terapia de la insuficiencia 
cardiaca congestiva; en padecimentos renales edetematosos 
(nefrosis, nefritis); edema del embarazo, sindrome premenstrual; 
coadyuvante en la terapia corticosteroidea y de otros fármacos que 
inducen la retención de electrolitos y liquides y en hipertensión. 
En este 1Utimo caso es especialmente efectiva para potenciar la 
acción y reducir la dosificación de otros agentes hipotensores. 

- Doaificación C8l1 

En el tratamiento del edema administrar 50-100 mg diarios o 100 mg 
3 veces por semana; dosis diaria máxima: 200 mg. En el tratamiento 
de la hipertensión dar una sola dosis diaria de 25-50 mg; dosis 
diaria máxima: 100 mg. Para niños en todos los usos dar 2 mg/Kg 3 
veces por semana. 

1.1.3. Bio4iaponibili4a4, warmacocin,tica y Eliminación. 

La biodisponibilidad de la Clortalidona ha sido estudiada por 
varios autores, reportándose en un estudio191 los siguientes 
parámetros para 12 sujetos a los cuales se les administró una dosis 
única de so mg de Clortalidona en tabletas. Las concentraciones de 
Clortalidona en sangre total y orina se monitorearon por un lapso 
de 120 horas después de ser administrada: 

Tabla 1.6 
Parámetros de Biodisponibilidad de la Clortalidona 

Parámetro 

Area Bajo la Curva de cero a 
infinito (AUCo-inf ,mg Hr/Litro) 

constan~! de Absorción 
(Ka, Hr ) 

consta~¡e de Eliminación 
(p, Hr ) 

emax (mg/L) 

Tma>< ( Hr) 

T~ (Hr) 

cantidad Excretada en orina de 
0-120 Hr. (mg) 

Media ± Desviación Estándar 

336 ± 53 

0.253 ± 0.170 

0;020 ·±: 0.010 
,-,:,,·\'·· -.,_;'· . .- ... 

. --
4;52 .± 

¡-,·. 

io.á ± s.o>.c 
~--

46 ± ·22 .2 

·.± 5;5· .. 
± 11. 2t) 
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Por otra parte, se ha reportado una fuerte unión del fármaco a 
eritrocitos, asociado a la enzima anhidrasa carbónica"º1 , 
encontrándose que aproximadamente el 98't de la Clortalidona en 
sangre se une a estos. En plasma, en ausencia de eritrocitos, 
aproximadamente el 75% se une débilmente a proteinas, 
principalmente a la albúmina. Estos datos explican la gran vida 
media de la Clortalidona. 

La via de eliminación principal es por orina (del 30 al 60%) y la 
fracción remanente se elimina por higado ya sea por metabolismo o 
excreción fecal. Aún no se conoce la via metabólica del fármaco 
pero se ha reportado el ácido 4'-Cloro-3'-Sulfamoil-2-benzofenona 
carboxilico (CCA) como metabolito encontrado en ratas, aunque no se 
ha detectado en orina o bilis humana. 

1.1.4. Aapactoa Comarciales y Rac¡ulatorioa. 

La Clortalidona es un fármaco catalogado como genérico en los 
Estados UnidosC13> y está registrado en el cuadro básico de 
medicamentos en México< 14 > • En cuanto a su regulación, su monografia 
aparece en las Farmacopeas comunment<' utilizadas en nuestro pais, 
como son: la de los Estados Unidos Mexicanos<111 (FEUM), la de los 
Estados Unidos<1> (USP) y la Británicá121 (BP) , tanto como materia 
prima como en la forma farmacéutica de comprimidos. 

Por otra parte, en el Libro de Especialidades Farmacéuticas 
•pUf~> , libro especializado en dar información acerca de 
medicamentos, laboratorios farmacéuticos, etc., se reporta un sólo 
laboratorio que produce Clortalidona en comprimidos a una dosis de 
50 mg y en comprimidos combinada con otros fármacos 
antihipertensivos como el Atenolol, Oxprenolol y Reserpina. La BP 
reporta para los comprimidos dosis de 50 y 100 mg. En los Estados 
Unidos el "Orange Book"<13> de 1993, libro especializado en dar 
información legal acerca de fármacos en el mercado, patentes, 
regulación de bioequivalencia, etc., reporta 18 laboratorios 
productores de Clortalidona en comprimidos a dosis de 25 y 50 mg, 
siendo el "Hygroton" producido por los laboratorios Rhone Poulenc a 
una dosis de 50 mg, el producto innovador. Además reporta otros 
comprimidos de clortalidona combinada con otros fármacos 
antihipertensivos, como el Atenolol, Clonidina, Tartrato de 
Metroprolol, y Reserpina. A todos los productos se les solicita 
necesariamente el estudio de bioequivalencia para poder ser 
vendidos como genéricos en los Estados Unidos. Para establecer la 
bioequivalencia de Clortalidona sóla en comprimidos, se dispone de 
una guia de Biodisponibilidad Biofarmacéutica aprobada por la 
oficina de fármacos y alimentos de los Estados Unidos (FDA) el 5 de 
Julio 1983 y vigente hasta la fecha, la cual indica lo 
siguiente116> : 

A) Batudio de Bioequivalencia 

El estudio de Bioequivalencia de la Clortalidona debe ser conducido 
con un diseño cruzado de dos vias, empleando por lo menos 20 
sujetos. Los sujetos deben ser voluntarios varones adultos sanos y 
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deben ser seleccionadas con base en exámenes fisicos, historia 
médica y pruebas de laboratorio clinico. 

Los sujetos no deben de tomar medicamentos durante una semana antes 
del estudio y durante el estudio. No se les permite consumir 
alcohol por lo menos 48 horas antes de la administración de la 
Clortalidona. se debe observar un periodo de lavado de 14 dias 
entre las dosis. 

El producto de prueba, debe ser un lote de producción o un lote 
producido bajo condiciones de producción. El producto de referencia 
deben ser tabletas de 25 mg de Hygroton, fabricado por los 
laboratorios usv. Debe administrarse una sola dosis de tabletas de 
2 x 25 mg de los productos de prueba y referencia, con 240 mL de 
agua, después de un ayuno de una noche. Los sujetos deben continuar 
con el ayuno por dos horas más después de la administración de la 
dosis. 

Se deben obtener muestras de sangre a las o (justo antes de 
dosificar), o.s, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas y 
colectar muestras de orina a las o, 0-2, 2-4, 4-6, 6-8, 8-12, 12-
24, 24-48, 48-72, 72-96 y 96-120 horas después de la administración 
del fármaco. El análisis de todas las muestras debe hacerse usando 
un método especifico para la valoración del fiirmaco, por eiemplo, 
cromatografía de Gases o de Líquidos de Altey Presión. La valoración 
de la Clortalidona en las muestras de sanare debe hacerse en sangre 
total. no en plasma o suero. 

La presión sanquinea (sistólica/diastólica) debe monitorearse antes 
del estudio y a los siguientes tiempos después de la dosis: o, o.5, 
1, 2, 3, 6, 8, 12, 24, 48 y 72 horas. 

El análisis estadístico de los 
Varianza de 2 vias considerando 
sujetos e 10 sujetos/secuencia) 
dentro de sujeto. 

datos debe incluir: el Análisis de 
a la secuencia como un factor entre 
y a los productos como un factor 

El requisito de los comprimidos de 50 mg será dado por bueno si 
cumple con las siguientes condiciones: 

l. Los comprimidos de ·50 mg deben ser proporcionales en sus 
ingredientes activos e inactivos a los comprimidos de 25 mq. 

2. Los comprimidos de 50 mq deben tener una disolución similar a 
los comprimidos de 25 mg. 

3, El estudio de Biodisponibilidad in vivo de los comprimidos de 25 
mq debe ser aceptable. 

B) Guia de Disolución 

Fármaco: Comprimidos de Clortalidona 

Estudio in vivo: Requerido 



Número de Unidades a ser probadas: 

Tiempos de Muestreo: 60 Minutos 

Método: 

a) Aparato: 
b) RPM: 
c) Medio: 
d) Temperatura: 

USP XX aparato II 
75 
900 mL de agua 
37°C 
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12 ( del mismo lote 
usado en el estudio de 
Biodisponibilidad in 
vivo en el caso de 
comprimidos de 25 mg ) 

Especificaciones: No Menos de 70% en 60 Minutos. 

C) Guia da unirozaidad da Contenido 

Debe determinarse la uniformidad de contenido (UC) de 10 tabletas, 
del mismo lote usado en la prueba de disolución, y los resultados 
deben presentarse junto con éstos. Para la prueba de uc de los 
comprimidos de 25 mg, las unidades dosificadas deben ser del mismo 
lote usado en el estudio de Bioequivalencia in vivo. 

l. l. 5 UTODOS REPORTADOS PARA EL ANALISIS DE CLORTALIDOllA EN 
FLUIDOS BIOLOGICOS 

se han reportados algunos métodos para cuantificar clortalidona en 
fluidos biológicos, a continuación se describen algunos de ellos en 
orden cronológico. 

- •'todo 1 <31> 1 

Este método fué publicado por Tweeddale y ogilvie en 1974 para 
determinar Clortalidona en orina, sangre total, bilis, plasma y 
glóbulos rojos de la sangre y consiste en lo siguiente: 

En un matraz de 125 mL de capacidad, colocar 2 mL de muestra, 
adicionar 2 mL de una disolución amortiguadora pH = 5 de ácido 
citrico-fosfato de sodio dibásico l M y 25 mL de éter. Agitar 
mecánicamente la mezcla por 10 minutos y dejar separar las fases; 
decantar la capa etérea y colocar 20 mL de ésta un embudo de 
separación que contiene 2 mL de NaOH 2 N. Agitar mecánicamente la 
mezcla por 5 min. y transferir la fase acuosa a un tubo de vidrio 
con tapa de plástico. 

Determinar la absorbancia del extracto alcalino de cada muestra a 
262 nm usando blanco de reactivos como blanco en una celda de 10 mm 
de longitud (Ai). Después de esto, regresar cada extracto a su 
tubo, tapar e ncubar a 97°c durante dos horas, dejar enfriar a 
temperatura ambiente en un baño de hielo. Finalmente determinar la 
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absorbancia de cada muestra a 262 nm contra el blanco de reactivos 
incubados (A2). La diferencia entre las absorbancias (A1 - A2) es 
proporcional a la concentración de Clortalidona en las muestras. 

Determinar las concentraciones de las muestras contra una curva 
patrón preparada de manera similar de o, 5, 10 y 20 mg/L, teniendo 
una referencia interna de 20 mg/L como control del recobro absoluto 
y del proceso de desaminación producido en la incubación. 

- Método z <32> : 

Método diseñado por Fleuren y Rossum y publicado en 1978, el cual 
reporta la determinación de Clortalidona en plasma, orina y 
glóbulos rojos de la sangre por cromatografia de gases (CG). Este 
autor discute los inconvenientes del uso de métodos 
espectrofotométricos descritos por carencia de sensibilidad y el 
método por CG reportado por Ervik y Gustavii133> por su alta 
variabilidad. Esta técnica utiliza el siguiente equipo: 

cromatógrafo de gases con las siguientes caracteristicas: 

columna: 

Temperatura: 

Gases usados: 

Detector: 

Inyección: 

Columna de vidrio silanizada (l.8m x 3 mm DI) 
empacada con SE-30 al 3\ sobre Gas-crom Q (malla 80-
100). 

270 °c para la columna, 320 ºe para el puerto de 
inyección y 360 °c para el detector. 

Helio como gas acarreador a un flujo de 60 mL/min;' 
hidrógeno y aire para el detector a un flujo de 30 y 
180 mL/min respectivamente. 

Detector Dual de Nitrógeno (Detector de Ioni'zación 
de Flama Alcalina) con cristal de bromuro de 
rubidio. 

5 µL. 

En general, la preparación de las muestras es la siguiente: 

Colocar la muestra en un tubo de ensaye, adicionar una disolución 
amortiguadori de foss_atos pH 7.4, o.067 M y el estándar interno 
( 4-Cloro-N -metil-N -(3-metoxipropil)-1,3-bencendisulfonamida ). 
Extraer con una mezcla de isobutil metil cetona-etanol (100:2 v/v), 
centrifugar a 3000 rpm y transferir la capa orgánica a un tubo de 
ensaye. La Clortalidona se extrae con hidróxido de sodio 0.1 M. 
Transferir la fase acuosa a un tubo de ensaye adicionar hidróxido 
de tetrabutilamonio o .1 M, mezclar y agregar iodometano o. 75 M en 
diclorometano. Agitar 20 min. con temperatura controlada a 50 °c, 
centrifugar y transferir la capa orgánica a otro tubo de ensaye 
evaporar a sequedad con flujo de aire a 40 °c. Al residuo adicionar 
hexano y colocarlo en baño de ultrasonido, evaporarlo y 
reconstituir el residuo en etanol para su inyección al sistema 
cromatográfico. 
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- Nétoclo 3 <34> 1 

Este método fué publicado por Guelen, eaars y Vree en 1980 con el 
objeto de determinar a la Clortal·idona en sangre total, plasma y 
orina, usando Cromatografia de Liquides de Alta Resolución (CLAR). 
En él se discute la falta de sensibilidad de otra técnica por 
CLARcm • La Técnica descrita en este articulo utiliza el siguiente 
sistema cromatogr4fico: 

Columna: 

Detector: 

Fase Móvil: 

Inyección: 

Columna de acero inoxidable (15cm x 4.6 mm DI) 
empacada con Lichrosorb RP18 (tamaño de particula de 
5 µm). 

Detector de longitud de onda variable operado a 226 
nm. 

Acetato de sodio 0.01 M. en aqua:acetonitrilo 
(400:100) a un flujo de 1.6 mL/min. 

100 µL. 

La preparación de las muestras para sangre total ·y orina .descritas 
son las siguientes: 

- Sangre total: Mezclar o .1 mL de la muestra con o. 4 mL de ácido 
perclórico o.JJ N a 4 °c. y agitar en un mezclador tipo vórtice 
durante 5 min. Centrifugar la muestra a 2600 g por 5 min. e 
inyectar al cromatógrafo. 

- Orina: Mezclar 10 µL de la muestra con 0.2 mL de agua e inyectar 
al cromatógrafo. 

Se reporta un porcentaje de recobro de la Clortalidona en el 
intervalo de concentración de 1 a 10 µg/mL de 47.6 ± 2,7\ en sangre 
total y de 100 ± 2 \ para orina. 

- Nétoclo 4 <36> 1 

Este trabajo trata de la biodisponibilidad de la Clortalidona y el 
Atenolol en humanos en una formulación con estos principios activos 
en combinación. Está enfocado principalmente a la biodisponibilidad 
de éstos y hace una breve descripción del método de análisis, en el 
cual se utiliza el siguiente sistema cromatográfico: 

Columna: Columna de 20 cm x 1/4" DE empacada con Spherisorb 
ODS (tamaño de particula de 10 µm), para sangre. 
Columna de 20 cm x 1/4" DE empacada con Hypersil ODS 
(tamaño de particula de 5 µm), para orina. 



Detector: 

Fase Móvil: 

Inyección: 
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Detector de longitud de onda variable operado a 204 
rua, para sangre. 
Detector de longitud de onda variable operado a 220 
nm, para orina. 

metanol:agua (50:50) a un flujo de 1.0 mL/min para 
sangre. 
acetonitrilo:agua (30:70) a un flujo de 1.0 mL/min 
para orina. 

20 µL. 

La preparación de las muestras para sangre total y orina descrita 
es la siguiente: 

Mezclar l.O mL de la muestra con 80 µL del estándar interno, 
adicionar l.O.mL de disolución amotiguadora de fosfatos/citratos pH 
5 y 10 mL de éter dietilico. Agitar por 15 minutos y centrifugar 
para separar las fases, transferir 9 mL de la capa etérea a otro 
tubo que contiene l mL de hidóxido de sodio 0.1 M. Agitar la mezcla 
por 10 min. y centrifugar para separar las fases, eliminar el éter 
dietilico y adicionar l mL de fosfato de potasio monobásico 5.0 M y 
5 mL de acetato de etilo a la fase acuosa. Después de agitar por 10 
min. y centrifugar, separar 4.8 mL de la fase orgánica y evaporar a 
sequedad bajo corriente de nitrógeno. Redisolver el residuo en 400 
µL de metanol:agua 50:50 para inyectarse al sistema cromatográfico. 

No reporta porcentaje de recobro ni cromatogramas de las muestras, 
sólo que se tuvieron que hacer cambios al sistema cromatográfico 
para mejorar la selectividad en las muestras de orina. 

- Método s <•> 1 

Este método sólo se describe brevemente en un estudio de 
biodisponibilidad de Clortalidona en una publicación hecha en 1982 
por Rogers L. y colaboradores, en la cual se determina la 
clortalidona en sangre total y orina usando CLAR. El sistema 
cromatográfico utilizado en este articulo no se describe, sólo que 
se utilizó detección al uv a 210 nm para la sangre total y 250 nm 
para la orina, obteniendo una sensibilidad de 200 ng/mL y 750 ng/mL 
y con una precisión de 5.0\ y 6.6\ respectivamente. 

La preparación de las muestras para sangre total y orina descrita 
es el siguiente: 

- sangre total: Mezclar 0.2 mL de la muestra con un volumen igual 
de agua, colocar en baño de ultrasonido por 5 min, y entonces 
mezclar con acetonitrilo que contiene el estándar interno 
(Clorhidrto de Fentolamina). Después de agitar Y centrifugar el 
sobrenadante, transferirlo a un tubo limpio Y evaporar a 
aproximadamente 0.4, mL para ser inyectado al sistema 
cromatográfico. 
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- Orina: Se procesa igual que la sangre total, excluyendo los pasos 
del baño de ultrasonido y la centrifugación y utilizando 
Senobarbital sódico como estándar interno. 

- ••todo 1 157> 1 

Este método fué publicado por Rosenberg, Lam y Dorsey en 1986, con 
el objeto de determinar la Clortalidona en sangre total usando CLllR 
Y en ést~ se habla del pobre recobro de otras técnicas reportadas 
por CLAR1 • Ja> • La Técnica descrita en este articulo utiliza el 
siguiente sistema cromatográfico: 

Columna: 

Detector: 

Fase Móvil: 

Inyección: 

Columna de acero inoxidable (Jo cm x 4 • 6 mm DI) 
empacada con µBondapak RPCN (tamaño de particula de 
10 µm). 

Detector de longitud de onda variable operado a 214 
nm. 

tetrahidrofurano:acetonitrilo:agua (2.0:0.5:97.5) 
conteniendo fosfato de dibutilamina ajustado a un pH 
de 5. O con hidróxido de sodio 2 M y operado a un 
flujo de 2.5 mL¡min. 

25 µL. 

La preparación de las muestras es la siguiente: 

Mezclar una alicuota de 160 µL de la muestra con 480 µL de una 
disolución acuosa de sulfanilamida (estándar interno). Agitar la 
mezcla y colocarla en un baño de ultrasonido por 15 min. Adicionar 
6 1DL de acetonitrilo y colocarla en baño de ultrasonido por 15 min. 
Depués, centrifugar por 10 min a 4 °c y decantar el sobrenadante a 
un tubo limpio para evaporarlo a sequedad en un baño de agua a 40 
0 c bajo corriente de Nitrógeno. Reconstituir el residuo en 80 µL de 
fase móvil e inyectar al cromatógrafo. 

Se reporta linealidad entre 0.20 a 5.27 µg/mL con un porcentaje de 
recobro de la Clortalidona de 86.l ± St con una exactitud relativa 
de ± s.ot y una precisión del 7.7t en el peor de los casos. 

- 11•todo 7 <J9> 1 

Método publicado por Muirhead y christie en 1987 para cuantificar 
Clortalidona en sangre total usando CLAR. Se discute, entre otras 
cosas que el recobro de las técnicas descritas por Rosenberg y por 
Willi~ms usando CLAR y precipitación con acetonitrilo137

• 
381 no es 

bueno, además menciona que la técnica publicada por MacGregor y 
colaboradores14°> presenta una preparación de la muestra laboriosa. 
La Técnica descrita en este articulo utiliza el siguiente sistema 
cromatográ f ico: 



ColulllJla: 

Detector: 

Fase Móvil: 

Inyección: 
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Columna de acero inoxidable (25 cm x 5 1111!1 DI) 
empacada con Lichrosorb RP18 (tamaño de part1cula de 
10 µm). 

Detector de longitud de onda variable operado a 214 
nm. 

Acetato de Sodio 0.01 M en agua:acetonitrilo 
(77:23). con un flujo de 1.5 mL/min. 

25 µL. 

La preparación de las muestras es la siguiente: 

Mezclar una al1cuota de 200 µL de la muestra con 200 µL de ácido 
Perclórico 0.33 M en Ull tubo de vidrio y colocarlo en baño de 
ultrasonido por 5 min. Neutralizar la mezcla con 500 µL de 
disolución amortiguadora de fosfato de sodio e hidróxido de sodio, 
para después adicionar una disolución acuosa de Probenecid 
(estándar interno). Extraer las sustancias de interés de la mezcla, 
con 10 mL de metil tert-butil éter por agitación horizontal durante 
15 min seguida de centrifugación a 3000 g por 10 min. Transferir la 
fase orgánica a un tubo limpio para evaporarla a sequedad en un 
baño de agua a 45 °c bajo corriente de aire comprimido. 
Reconstituir el residuo en 200 µL de fase móvil e inyectar al 
cromatógrafo. 

Se reporta linealidad entre 0.312 a 2.5 µg/mL con un porcentaje de 
recobro de la Clortalidona entre 90.4 y 94.5' con una exactitud de 
± 2.at y una precisión del 8.4t en el peor de los casos. 

- Método 8 1411 1 

Método publicado por Fullimfaw, Bury y Moulds en 1987, para buscar 
nueve diuréticos excretores de potasio en orina por CLAR. La 
técnica descrita en este articulo utiliza el siguiente sistema 
cromatográfico: 

Columna: 

Detector: 

Fase Móvil: 

Temperatura: 

Inyección: 

Columna de acero inoxidable (25 cm x 4 1111!1 DI) 
empacada con LiChrosorb RP18 (tamaño de particula de 
5 µm). 

Detector de arreglo de fotodiodos operado de 210 a 
400 nm y monitoreando a 271 nm. 

Disolución amortiguadora de fosfatos O.OlM pff 3.0 en 
agua:acetonitrilo con un flujo de 1.5 mL/min e 
incrementando la cantidad de acetonitrilo del 10% a 
1.5 min. al 35\ a 3.5 min. 

50 °c para el sistema cromatográfico. 

5 µL. 
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La preparación de las muestras es la siguiente: 

Adicionar una al1cuota de 2 mL de la muestra, 2 mL de fosfato de 
sodio monobásico 1 M PH 4 .1, adicionar 4 mL de acetato de etilo. 
Agitar 2 min. y centrifugar a 1500 g por 5 min, transferir la fase 
orgAnica a un segundo tubo que contiene 5 mL de fosfato de sodio 
dibAsico 0.1 M pH 7.5. Agitar 2 min y centrifugar como se describe 
anteriormente. Transferir la fase orgAnica a un tubo limpio para 
evaporarla a sequedad en un baño de agua a 60 ºc bajo corriente de 
nitrógeno. Reconstituir el residuo en 100 µL de acetonitrilo al 35l 
en disolución amortiguadora de fosfatos o. OlM pH 3. o en agua e 
inyectar al cromatógrafo. 

No informan cuantificación de muestras, sólo la búsqueda de los 
diuréticos en pacientes y voluntarios y un estimado de la 
concentración. Se reporta un porcentaje de recobro de 82 ± 2.3% a 
una concentración de 10 µg/mL y un limite de cuantificación de 0.5 
µg/mL. 

- X6todo t 142> 1 

Método publicado por song-Ja, Hee-soo Pyo, Yun-Je Kim, Mi-sook Kim 
Y Jongsei Park en 1987, para buscar diuréticos en orina, ya que se 
consideran como fármacos de abuso en los deportistas. La búsqueda 
se hizo con CLAR equipado con detector de arreglo de fotodiodos y 
comprobación con CG acoplado a un espectrómetro de masas. La 
técnica descrita en este articulo utiliza los siguientes sistemas 
cromatográficos y etilteofilina como estándar interno: 

CLAR: 

Columna: 

Detector: 

Fase Móvil: 

Temperatura: 

Inyección: 

CG: 

columna: 

Columna de acero inoxidable Hypersil-ODS (100 mm x 
4.6 mm DI, tamaño de partícula de 5 µm). 

Detector de arreglo de fotodiodos operado de 210 a 
400 nm y monitoreando a 220, 273 y 328 nm. 

Disolución amortiguadora de fosfatos .. pH 6.8 en 
agua:acetonitrilo con un flujo de l.o mL/min; 
utilizando inicialmente 4% de acetonitrilo, 
incrementando la cantidad a 35% a los io·min, al 45% 
a los 15 min y al 60% a los 18 min. 

40 ºc para el sistema cromatográfico. 

5 µL. 

Columna capilar de silica fundida cubierta con 
metilsilicona "cross-linked" (SE-30; ·16 m x 0.2 mm 
DI, o.33 µm de grosor de pelicula) •· ·· 
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Temperatura: 200 °c inicialmente para la columna, después se 
incrementó a l5ºc/min hasta 2ao ºe, a 10 ºc/min 
hasta 300 °c, permaneciendo asi durante 1.20 min, 
incrementándola a 20 ºc/min hasta 310 ºe y 
finalmente manteniéndola asi durante 2.00 min. El 
puer~o de inyección y la linea de transferencia a 
290 e, y 200 ºe para la fuente de iones. 

Gases usados: Helio como gas acarreador a un flujo de o.9 mL/min. 

Detector: Espectrómetro de masas operado a 70 eV usando modo 
de exploración y en monitoreo de ión seleccionado 
("SIM"). 

Inyección: 2 µL operado en modo de •split" (1:10). 

La preparación de las muestras es la siguiente: 

Extracción liquido-liquido (ELL): 

Mezclar una alicuota de 5 mL de la muestra con 15 µL de estándar 
interno, ajustar el PH con 0.1 g de amortiguador sólido de fosfatos 
[pH 5, KR2P04; pH 7, KH2P04/K3P04 (1:1); pH 9, K2HP04; pH 11, 
K2HP04/K3P04 (J:l)J, y adicionar o.5 g de sulfato de sodio anhidro, 
agitar en mezclador tipo vórtice y adicionar 5 mL de dietil éter. 
Agitar mecánicamente durante 10 min y centrifugar a 2500g por 5 
min. Transferir la fase orgánica a un tubo limpio para evaporarla a 
sequedad en un evaporador de vacio rotatorio. Reconstituir el 
residuo en 200 µL de metanol, filtrar a través de un poro de 45 µm 
e inyectar al cromatógrafo. 

Extracción liquido-sólido (ELS): 

Acondicionar un Cartucho Sep-pak Cl8 con dos porciones de 5 mL de 
metanol y 2 porciones de 5 mL de agua. Adicionar una alicuota de 3 
mL de la muestra con el estándar interno, eliminar el eluido. Lavar 
el cartucho con 5 mL de agua y 1 mL de hexano. La muestra se eluye 
dentro de un tubo de colección con 3 porciones de 2 mL de éter 
etilico y 2 mL de metanol. Evaporar la fracción orgánica a sequedad 
en un evaporador de vacio rotatorio. Reconstituir el residuo en 200 
µL de metanol, filtrar a través de un poro de 45 µm e inyectar al 
cromatógrafo. 

Derivación: 

Evaporar a sequedad la muestra extraida con ELS, Y recontituir el 
residuo en 200 µL de acetona, adicionar 20 µL de yoduro de metilo y 
100 mg de carbonato de potasio, calentar a 60 °c por 2 hr e 
inyectar al cromatógrafo. 

se reporta que el método es adecuado para la identificación de la 
Clortalidona· una buena linealidad entre 0.2 a 20.0 µg/mL a una 
longitud de ~nda de 220 nm; un porcentaje de recobro de .. 73.5 ± 2.4 
\ a una concentración de 10.0 µg/mL con ELS. con ELL de 70.7 ± 2.9 
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a pH S, 100 ± 2.0 t a pH 7, 94.J ± 4.9 t a pH 9, y 76.8 ± 4.1 t a 
pH 11 Y un limite de detección de 0.2 µg/mL. No reportan datos de 
exactitud ni precisión, pero si los resultados de la cuantificación 
utilizando ELS en sujetos que recibieron so mg de Clortalidona. 

1. 2 KBTODOS :llJIALITJ:COB Bll l'LUIDOS BIOLOGICOS 

croaato;rar~a da Liquidoa da Alta R••oluoión (17, 18, 19 • 

Muchos estudios para la obtención de la licencia de mercadeo de un 
producto farmacéutico, ya sea para una nueva identidad quimica o 
para una formulación alternativa de un producto existente, 
contienen datos fa:nnacocinéticos; estos datos usualmente son los de 
concentración en sangre contra tiempo. Otro tipo de datos, como las 
concentraciones urinarias, se presentan ocasionalmente. 

El interés de la cromatografia en el análisis de fármacos se puede 
ver desde los años cincuenta, aplicándose desde entonces para 
seguir la sintesis de fármacos, asegurar su pureza, establecer la 
estabilidad de formas farmacéuticas para . conocer su vida de 
anaquel, etc. Un enfoque diferente ocurrió en los setentas cuando 
la instrumentación, particularmente en la cromatografia en columna, 
incrementó la sensibilidad abriendo la posibilidad de valorar 
compuestos en fluidos biológicos, los cuales hasta entonces eran 
muy dificiles de analizar. 

Analizando las referencias acerca de la aplicación de la 
cromatografia a diferentes compuestos, es obvio que el primer lugar 
lo ocupa la cromatografia de fármacos. Dentro de éstos, la mayor 
atención está enfocada a la Cromatografia de Liquides de Alta 
Resolución (CLAR) seguida por la cromatografia de Gases (CG) y la 
cromatografia en Capa Delgada (CCD) . La mayor atención ha sido 
hacia las aplicaciones de técnicas en métodos usados para estudios 
biológicos (Métodos Bioanaliticos). 

La CLAR es preferible sobre otras técnicas· tales como la 
espectroscopia UV o de Fluorescencia, ya que éstas liltimas no son 
lo suficientemente selectivas; en cuanto a la CG, aunque está 
reportado que es más sensible su capacidad de detección, tiene el 
inconveniente de que muchos fármacos son· inestables a la 
temperatura y por lo tanto es necesario derivar: las!i.ll!uestras; . las 
técnicas de inmunoensayo muchas veces carecen:, de;:•, selectividad 
aunque son más rápidas y de fácil manejo ~~ formª.:':~.tinaria. 

En la actualidad, se utiliza principalme.nte• la' CLAR e·n· fase reversa 
para los métodos bioanali tices. Se. emplean· :.columnas comerciales 
rellenas con empaque de s-10 ·micrones·:•de'.tamaño de particula, 
generalmente con fase químicamente enlazada •C8 o, Cl8; seguida de la 
cromatografia de intercambio iónico, y ,por<liltimo la cro.matografia 
de fase normal. En cuanto a fases 'mó'\.'iles, ··en la mayor~a de los 
casos se utilizan disoluciones acuosas amortiguadoras, disolventes 
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orgánicos como metanol y acetonitrilo y aditivos tales como 
heptansulfonato de sodio, etc. 

Una parte importante de la CLAR en el monitoreo de fármacos son los 
detectores. Desde el inicio de los setenta, se utilizó la absorción 
en el UV a 254 nm introduciéndose más tarde detectores de longitud 
de onda variable, los cuales permiten el monitoreo a longitudes de 
onda donde el fármaco absorba más y asi aumentar la sensibilidad. 
Desafortunadamente en muchos casos los fármacos tienen su máximo 
entre 200-230 nm, resultando en un decremento de su selectividad 
debido a que muchos compuestos endógenos de las muestras absorben 
también en esas longitudes de onda. Hoy en dia un detector uv muy 
utilizado es el detector de arreglo de fotodiodos, el cual registra 
digitalmente el espectro UV obtenido simultáneamente en un 
microprocesador, donde posteriormente puede ser manipulado de 
diferentes maneras, ya sea para la identificación y verificación de 
pureza del pico o para la obtención de m\lltiples cromatogramas a 
diferentes lo.ngitudes de onda, lo cual maximiza la detección o 
minimiza las interferencias. 

Otro detector es el fluorométrico, detector muy selectivo y 
sensible, pero presenta el inconveniente de que muchos fármacos no 
fluorescen y tienen que ser primero convertidos a un derivado 
fluorescente. 

Los detectores electroquímicos pueden ser usados en compuestos que 
puedan oxidarse o reducirse al aplicar un potencial al electrodo de 
trabajo. Tales detectores pueden ser amperométricos, 
coulombimétricos o polarográficos. Son altamente sensibles, 
selectivos y trabajan en medios acuosos (aplicables en fase reversa 
e intercambio iónico) , pero para su uso requieren de condiciones 
experimentales estrictamente constantes tales como flujo, pH, 
fuerza iónica, temperatura, etc. 

En la actualidad el acoplamiento de cromatografia de 11quidos­
espectroscop1a de masas (CL-EM) es una herramienta usada en los 
estudios farmacocinéticos. Desafortunadamente es caro y no 
fácilmente utilizable por los problemas de vaporización del 
eluyente, compuestos termolábiles y la presencia de lastres no 
volátiles lo cual no lo hace popular. 

Otra manera de aumentar la sensibilidad en CLAR es la derivación, 
además de aumentar la selectividad y la posibilidad de la 
separación de enantiómeros. 

tos agentes para derivar usados en UV y fluorescencia más comunes 
son el cloruro de dansilo, o-ftaldehido, fluorescamina, 
trinitrobenceno etc., los cuales son adecuadas para compuestos con 
funciones nitrogenadas. De los procedimientos más recientes, es el 
uso de formadores de par iónico fluorescentes (p. e. el sulfato de 
a-fenilcinamonitrilo). El pH óptimo para la detección no es 
necesariamente el óptimo para la separación, no obstante, para este 
fin se puede utilizar la derivación post-columna. 
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También se han reportado procedimientos de derivación para producir 
moléculas electroactivas a partir de moléculas electroinactivas las 
cuales pueden ser monitoreadas por un detector electroquimico. Por 
ejemplo, se ha reportado el uso del o-ftaldehido para aminas 
primarias y complejos de metalditiocarbamatos para aminas 
secundarias. 

Todos los tipos de derivación se pueden llevar a cabo antes de la 
cromatografia o en linea, ya sea pre o post-columna, pero en todos 
los casos no debe haber decremento de la resolución del fármaco y 
sus metabolitos. El uso de sistemas multicolumnas permite la 
derivatización más rápida pero incrementa el costo del equipo. 

otra área de interés en farmacocinética es la separación de 
fármacos ópticamente activos, ya que está bien demostrado que éstos 
se comportan de manera diferente en el organismo. En general, la 
separación de enantiómeros se lleva a cabo de tres maneras: por el 
uso de columnas con fase estacionaria quiral, por la adición de 
compuestos quirales a la fase móvil o por reactivos quirales antes 
de la cromatografia. 

Actualmente ya se dispone de columnas quirales comercialmente pero 
son limitadas en su uso. La derivatización con reactivos quirales 
es la más popular pero presenta la desventaja de que puede ocurrir 
cierto grado de racemización, la reacción tiene diferentes 
velocidades dependiendo del estereoisómero, etc. 

otra área en la que se está estudiando la CLAR para métodos 
bioanaliticos es la miniaturización, o sea el uso de columnas 
microboro, la cual presenta varios problemas técnicos por la baja 
capacidad de carga de la columna y la complejidad de las muestras 
biológicas. 

i.2.2. Limpieza de Muestras (17 , 20, 21, 22) 

La preparación de las muestras biológicas para ser analizadas por 
cromatografía requiere de mucha atención ya que una limpieza 
inadecuada puede provocar una falla en el análisis; muchas veces 
esta parte del método bioanalitico requiere de más tiempo que la 
separación cromatográfica de la muestra por si misma. 

La preparación de la muestra involucra la extracción del fármaco a 
probar y/o de sus metabolitos del material biológico y la 
simplificación del extracto obtenido removiendo impurezas que 
pudieran interferir con el sistema cromatográfico Y disminuir la 
vida de la columna analítica. Esta parte se denomina limpieza de la 
muestra. 

Para la extracción del fármaco de la matriz biológica uno se debe 
de guiar por sus propiedades fisicoquimicas, por la ~atriz 
biológica en si (plasma, suero, sangre total, orina, teJidos, 
semen, etc.) y por la manera en que podemos encontrarlo (esto puede 
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ser libre, unido a eritrocitos, unido a proteinas, lipoprote1nas en 
presencia de metabolitos e inclusive conjugados). 

La técnica más sencilla es la dilución directa de la muestra e 
inyección al sistema cromatográfico. Esta técnica es usada pero 
presenta el inconveniente de deteriorar rápidamente a la columna. 

En la mayor1a de las técnicas utilizadas reportadas en el pasado, 
la extracción y purificación del extracto se hace utilizando 
disolventes orgánicos y ajuste del pH. Tales procedimientos 
usualmente requieren de reextracción, centrifugación y evaporación, 
lo cual consume demasiado tiempo. Adicionalmente, se pueden 
presentar problemas en la extracción de aminas cuaternarias y 
algunos metabolitos, lo cual produce pérdida de la sustancia de 
interés. Para esto, se han utilizado procedimientos tales como el 
uso de disoluciones amortiguadoras volátiles o la extracción de 
pares de iones con un contraión, por ejemplo el ión 
tetrabutilamonio. 

Por esas razones, actualmente una técnica que ha ganado popularidad 
para la limpieza de las muestras es la extracción en fase sólida 
(extracción sólido-liquido, ELS), en la cual se utilizan pequeñas 
columnas empacadas con un sorbente, generalmente en fase reversa 
quimicamente enlazada o con sorben te en fase normal o 
intercaml:>iadores de iones. Esto puede hacerse de manera manual o de 
manera automática en grandes series de muestras. 

El procedimiento general para el uso de la extracción en fase 
sólida es el siguiente: 

Solvatación o humectación de la fase.- Debido a que las 
columnas son empacadas secas, es necesario humectar la fase 
estacionaria para permitir la interacción con matrices acuosas, 
esto se hace generalmente haciendo pasar un disolvente tal como 
metano! o acetonitrilo. 

Eliminación del disolvente y acondicionamiento.- Esto se hace 
pasando agua con el objeto de eliminar el exceso de disolvente y 
permitir una buena interacción hidrofóbica. Si es necesario, se 
adiciona una disolución amortiguadora para asegurar que el pH sea 
adecuado para la interacción del compuesto de interés con la fase. 
Es importante no permitir que la fase se seque. 

Adición de la· muestra.- La muestra se adiciona directamente a 
la columna. si es necesario, previamente se precipitan las 
proteinas con un precipitante adecuado o se filtra la muestra o se 
ajusta el pH de ésta. El objetivo es que el fármaco se retenga 
fuertemente en la columna. 

Lavado.- La muestra se lava con un disolvente tal,. que las 
impurezas se eluyan selectivamente del cartucho e idealmente el 
100% de los compuestos de interés se retenga. 
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Elución.- Los compuesto de interés se eluyen de la columna con 
un disolvente apropiado, sin posibles interferencias, y se colectan 
para su posterior análisis. 

En la Figura 1.7 se muestra un diagrama general de la extracción en 
fase sólida. 

Figura 1.7. Limpieza de muestras utilizando los cartuchos de 
extracción en fase sólida · 

A = Solvatación y Acondicionamiento del cartucho 
B m Adición de la Muestra 

c = Lavado 
D = Elución 

Donde: 
1 = Interferencias 

e = compuesto de Interés 

Actualmente las técnicas de limpieza en linea usando la conmutación 
de columnas (switching column) han ganado gran popularidad. En 
general, la técnica se lleva a cabo utilizando una válvula de seis 
vias. En el primer paso del proceso, la muestra se inyecta y se 
hace pasar a la columna de lavado usando un eluente adecuado, de 
tal manera que el compuesto de interés se quede retenido y los 
contaminantes se eluyan durante tiempo determinado; por otro lado, 
se hace pasar a través de otros puertos la fase móvil a la columna 
analítica (Figura l.SA). Transcurrido el tiempo de lavado, la 
válvula se hace girar de tal manera que el flujo fase móvil se hace 
pasar a través del cartucho, arrastrando la muestra hacia la 
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columna analitica, para 
análisis (Figura 1.88), realizar la separación y su posterior 

CARTUQ-10 DE LAVAfÍá 

.o 
BCM3A 1 DESECHOS 

CARTUQ-10 DE LAVAD§ 

ELUENTE 

80'13AI DESECHOS 

FIGURA 1,8 

BOMBA2 

BCMBA 2 

ELUENTE DE 
LA'J'.D() 

ELUENTE DE 
LAVADO 

DIAGRAMA GENERAL DE LIMPIEZA DE MUESTRAS POR CONMUTACION DE 
COLUMNAS 

.A) LIMPIEZA DE MUESTRA 
B) ELUCION HACIA LA COLUMNA 
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Otras técnicas reportadas pero poco utilizadas son la diálisis y 
ultrafiltración. 

i.2.3. validación (20, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29) 

En la parte 320 del Código de Registros Federales (CFR) capitulo 21 
de los Estados Unidos, parte referente a los requisitos de 
Biodisponibilidad y/o Bioquivalencia, establece que cuando se hagan 
este tipo de estudios, el método analitico usado para detqrminar la 
concentración del fármaco o sus metabolitos en fluidos biológicos o 
productos de excreción o el método usado para medir un efecto 
farmacológico agudo debe mostrar que es exacto y lo suficientemente 
sensible para medir con precisión adecuada la concentración del 
fármaco o sus metabolitos. 

Desde la década de los ochenta se ha reportado que una de las 
fallas más frecuentemente encontradas, y por la cual se han 
rechazado solicitudes para la venta de fármacos, es una inadecuada 
validación de métodos analiticos para demostrar la bioequivalencia. 
Partiendo de este hecho, se han realizado conferencias, no 
solamente en los Estados Unidos sino a nivel internacional, para 
establecer consensos y en un futuro establecer guias para la 
validación de métodos bioanaliticos, con el objetivo de demostrar 
que dichos métodos para la cuantificación de un compuesto (fármaco, 
metabolito o derivado) en una matriz biológica dada son confiables 
para la determinación que se intenta. 

Haciendo una revisión de lo anterior <23 • 26 • 29 ) podemos decir que 
la validación se lleva a cabo en dos fases: 

- Pase de Batal:>lacimiento del Método, también llamada validación in 
vitro o validación previa al estudio de Biodisponibilidad }'/o 
bioequivalencia: 

Esta fase es obligatoria para todos los métodos, ya sea 
completamente desarrollada por el laboratorio, tomada de 
bibliografia o modificada de un método previamente validado. El 
procedimiento del método debe ser detalladamente escrito y cada 
paso investigado para concluir su uso en un informe final de 
validación. Los pasos generales son los siguientes: 

Escecificidad 

Es la demostración que el método puede diferenciar al compuesto de 
interés de metabolitos, compuesto.s endógenos de la matriz ,biológica 
y productos de degradación conocidos. Esta se puede .es~~blecer por 
lo siguiente: ' · 

a) Probar por lo menos seis f!'entes .!'?dependientes· de -'l~ . misma 
matriz biológica (cuando hay disponibilidad de ésta) ·_Verificando 
que no se presente interferencia alguna, 
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b) analizando metabolitos (si se cuanta con ellos) con la técnica 
propuesta o bien analizando muestras de sujetos que recibieron el 
fármaco de interés para comprobar que no interfieran con el 
análisis y, 

c) verificando que los productos de degradación del compuesto de 
interés no interfieran al ser analizados con la técnica propuesta y 
cuáles fármacos que podrian ser administrados en terapia conjunta 
interfieren con éste. 

Intervalo Lineal y Función Respuesta 

El intervalo lineal es aquel sobre el cual el compuesto de interés 
será determinado. Se basa en la evaluación de muestras patrón en el 
fluido a analizar, las cuales definen la curva de calibración 
(curva patrón). Esta debe constituirse tipicamente por 6-8 puntos 
de calibración (excluyendo blancos e incluyendo la concentración 
minima cuantificable) y además definirá la función lineal que es la 
que nos indicará la relación concentración-respuesta. Para métodos 
cromatográficos se espera una relación lineal simple y con métodos 
inmunológicos, una relación lineal utilizando datos logaritmo 
transformados. 

Para evaluar este paso, los criterios a tomar son (para la relación 
simple concentración-respuesta): 

a) coeficiente de determinación (r2) mayor a 0.98 para la recta 
generada por el método de minimos cuadrados, 

b) la calidad del ajuste, al obtener la concentración estimada de 
los puntos de la curva interpolando las respuestas de éstos sobre 
la curva generada (concentraciones calculadas de regreso), debe de 
cumplir con los criterios de precisión y exactitud. 

Esto se evalúa con las curvas patrón generadas en cada prueba de 
exactitud y precisión. 

Exactitud y Precisión 

La exactitud se define como la cercania del valor experimental al 
compararlo contra el considerado real (valor real), reportada 
generalmente como desviación o porciento de desviación. 

La precisión se define como la cercania de resultados 
experimentales de la valoración de un fármaco determinados 
replicadamente. Puede ser subdividida en precisión dentro de un dia 
(precisión intradia o repetibilidad) y precisión entre dias 
(reproducibilidad 0 precisión interdia), es expresada comunmente 
como coeficiente de variación (CV). 

Esta prueba se determina cuantificando sobre. una curva. patrón 
recién preparada, muestras a~icionada~ a ~or lo menos tres 
concentraciones del intervalo lineal (baJa, media Y alta) de manera 
azarizada, minimo por duplicado durante tres .dias para .establecer 
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la precisión interdia y minimo por quintuplicado en un dia para 
establecer la precisión intradia. Los parámetros a evaluar 
recomendados son: 

a) La exactitud debe estar dentro del intervalo de ± 15% del valor 
real (± 20 t para la concentración minima cuantificable) y, 

b) la precisión intra e interdia debe ser menor al 15% de cv (menor 
al 20 % para la concentración mínima cuantificable). 

Sensibilidad 

Esta parte define a los términos de limite de cuantlficadióri y 
limite de detección: 

Limite de Cuantificación: es la concentración más baja ·del 
intervalo lineal que puede ser determinada con exactitud y 
precisión adecuadas. Se determina analizando la .concentración 
minima a cuantificar, la cual debe cumplir con los .. criterios :antes 
mencionados (± 20% para exactitud y menos del 20% ::.:de·· CV :. para 
precisión) • · · · · 

Limite de Detección: es la concentración más baja:' qÜe. puede ser 
detectada, pero no precisamente. cuantificada::c·en:· un::·método de 
análisis. Normalmente se evalúa haciendo· diluciones::de1:·1a •muestra y 
analizándola para determinar la concentración.que:produce ·una señal 
con una relación de 2 a 4 veces el nivel del•ruido. · ·· 

Eficiencia de Extracción 
"~. ;. ·~ i 

Es la cantidad extraida del compuest.,; . d-e interés\r.'y· ·:d~l . estándar 
interno, si es usado, de la matriz biológica.:: •.,:-. ·· .:;· 

Comúnmente se determina procesando y · a-n~li~~~~g_:·:1•a·: respuesta 
obtenida de muestras adicionadas a la matriz;•biológica ... a diferentes 
concentraciones dentro del intervalo lineal.: y) comparándolas contra 
soluciones del compuesto en un disolvente:': adecuado :y._ que no han 
sido procesadas, expresándolas en porcentaje;":~:,,,::<:_,:· · 

No hay especificación para esto, pero':ise·\'dese·a .. que. el recobro no 
sea menor al 50% para no comprometer la•. sensibilidad y •si cercanas 
al 100%, además de que sean constantes· en el intervalo estudiado. 

Estabilidad. 

se debe de asegurar la -integridad 'del fármaco desde la toma de 
muestra hasta su análisis, un~_:_m~~era:de pr_obarl~ es ,la,'.siguiente: 

a) Preparar una serie de muestras adicionadas a ·cc;nc.;ntraciones 
dentro del intervalo de interés,. procesarlas y-. cuantificarlas a las 
o, 24, 48, ••• horas, almacenadas. a las condiciones del.!-laboratorio 
y observar su comportamiento, -
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b) analizar muestras adicionadas a concentraciones dentro del 
intervalo de interé.s las cuales se procesan después de haber sido 
sometidas a 2 ó.3 ciclos de congelación-descongelación y, 

cl est~blecer la estabilidad del compuesto de interés en la matriz 
biológica en muestras adicionadas a concentraciones dentro del 
intervalo de interés,.º bien sobre muestras reales, en temperaturas 
normales de almacenamient.o (O, l, 2 y 3 semanas de -5 a -10 ºe ó o, 
l, 2, •••. 6 meses de -20 a -40 ºe). 

El criterio de aceptación usado se basa en los mencionados para 
exactitud y precisión. 

- Fase de Aplicación del Método, también llamada validación· i~ ·vivo 
o validación durante el estudio de Biodisponibilidad · ·. y/o 
bioequivalencia: 

Esta fase es hecha 
estudio particular. 
siguientes: 

durante la 
En general 

Adecuadibilidad del Sistema. 

utilización de 
los puntos a 

un \método· en un 
cubrir son los 

Son pruebas rutinarias hechas con el fármaco y el equipo utiliza~c 
para asegurar la operación óptima del sistema. 

Intervalo Lineal y Función Respuesta · · "· · · 

Para cada corrida analitica se debe prepara~ ü:n¡/)~~rva · pntrén 
fresca, ya sea sóla o por duplicado y debe de,ccubrir·;'el intervalo 
lineal estudiado en la fase anterior. Estas curvas .e deben cumplir 
con lo mencionado para el punto análogo en la validació.n previa. 

Exactitud y Precisión. 

Se establece con muestras adicionadas del compuesto de interés en 
la matriz biológica a por lo menos tres concentraciones conocidas 
que se procesan minimo por duplicado y se analizan de manera 
azarizada y periódica dentro de cada corrida analitica. Estos 
puntos deben cumplir con el criterio de aceptación de exactitud y 
precisión para el total de estas corridas. 

cabe mencionar que estos puntos de control de calidad se utilizan 
como criterio de aceptación o rechazo de una corrida, tomando la 
siguiente regla: "Por lo menos 4 de 6 puntos deben caer dentro del 
:!: 20% de sus respectivos valores reales, 2 de las 6 .muestras 
control de calidad (no ambas de la misma concentración) pueden caer 
fuera del ± 20% del valor real". 

Por ~ltimo algunas fuentes sugieren como parámetro de precisión el 
reanálisis azarizado del 15% del total de muestras, las cua~es al 
ser comparadas con la cuantificación original no deben diferir por 
más del 15\. 
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1.3 BIOEOUIVl\LENCIA 

1.3.1. Generalidad•• (23, 25) 

La bioequivalencia es un aspecto regulatorio muy importante para la 
venta de productos farmacéuticos en los Estados unidos y Canadá, y 
en México está tomando m~cha importancia, tanto por razones éticas 
com~ legales. Para. meJor entendimiento de la bioequivalencia 
definiremos los siguientes términos: 

-La biofarmacia es la rama de las ciencias farmacéuticas que 
estudia la relación entre las propiedades fisicoquimicas de la 
forma de dosificación del medicamento y la respuesta terapéutica 
observada tras su administración. una parte de ésta es la llamada 
biodisponibilidad, que es la relación y extensión en la que un 
principio activo o entidad terapéutica es absorbida desde un 
producto farmacéutico y es disponible en el sitio de acción del 
fármaco. 

-un producto farmacéutico es una forma de dosificación terminada, 
por ejemplo, tableta, cápsula, o disolución, que contiene el 
ingrediente activo, generalmente, pero no necesariamente, en 
asociación con ingredientes inactivos. 

-Los equivalentes farmacéuticos son productos que contienen 
cantidades idénticas del principio activo, por ejemplo, ·la misma 
sal o éster de la misma entidad terapéutica, ; en'.·. formas de 
dosificación idénticas, pero no necesariamente•:conteniendo los 
mismos ingredientes inactivos, y que cumplenylossmfsm.os -patrones 
compendiales u otros necesarios de id.entidad~;·j::dosis}<· calidad y 
pureza, incluyendo potencia y, cuando sea aplicable; uniformidad de 
contenido, tiempos de desintegración y/o velocidades de disolución. 

-Las alternativas farmacéuticas son productos farmacéuticos que 
contienen la misma entidad terapéutica, o su· precursor, pero no 
necesariamente en la misma cantidad o forma farmacéutica o como la 
misma sal o éster. Cada uno de esos productos farmacéuticos cumplen 
individualmente ya sea los mismos o sus propios patrones 
compendiales u otros aplicables de identidad, dosis, calidad y 
pureza, incluyendo potencia y, cuando sea aplicable, tiempos de 
desintegración y/o velocidades de disolución. 

-Los productos farmacéuticos bioequivalentes son equivalentes 
farmacéuticos o alternativas farmacéuticas las cuales no muestran 
una diferencia significativa en la cantidad Y velocidad de 
absorción cuando se administra en la misma dosis molar la entidad 
terapéutica bajo condiciones experimentales similares, ya .sea en 
dosis única 0 múltiple. Algunos equivalentes farmacéuticos .. º 
alternativas farmacéuticas pueden ser equivalentes en la extension 
de su absorción pero no en su velocidad de absorción Y aún ser 
considerados bioequivalentes por~e tales difere!:'cias en la 
velocidad de absorción son intencionales y están senaladas en la 
etiqueta, no son esenciales para el logro de la concentración 
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efectiva del fármaco en el 
consideradas insignificantes 
farmacéutico en particular. 

cuerpo en uso crónico, o son 
médicamente para el producto 

El requisito de Bioequivalencia 
autoridades sanitarias para pruebas 
productos farmacéuticos especificados 
para su mercadeo. 

es un requisito de las 
in vitro y/o in vivo de 

el cual debe ser satisfecho 

Producto farmacéutico intercambiable es aquel producto 
farmacéutico bioequivalente a un producto que ha probado ser seguro 
y eficaz (producto innovador) el cual está en la misma forma 
farmacéutica. 

La biodisponibilidad es comunmente asegurada por una serie de 
mediciones del fármaco o sus metabolitos, o ambos, en la 
circulación sistémica. Esas series de medidas dan perfiles de 
concentración plasmática (o sangre total, su~ro u orina) contra 
tiempo, del cual se puede calcular un numero importante de 
parámetros farmacocinéticos, incluyendo are" bajo la curva (ABC), 
la concentración máxima observada (Cmaxl y el tiempo en el cual 
Cmax es obtenida (tmaxl • El ABC da un estimado de la cantidad de 
fármaco absorbido, tmax refleja la Velocidad de absorción y Cmax 
junto con tmax pueden reflejar también la velocidad de absorción. 

La bioequivalencia implica que el producto farmacéutico tenga el 
mismo efecto sistémico que el producto de referencia, cuando se 
administre a pacientes como se indica en la etiqueta. La 
Bioequivalencia se establece in vitre, con los perfiles de 
disolución; in vivo, con estudios en sujetos sanos voluntarios en 
los cuales se comparan la biodisponibilidad tanto del producto 
innovador como del producto de prueba o por una combinación de 
ambos. 

1.3.2. Requisitos en Canadá y en los latadoa Unidos (23, 30) 

La bioequivalencia está regulada en los Estados Unidos de 
Norteamérica desde Enero de 1977 para los productos que pretenden 
usarse como productos farmacéuticos intercambiables para el mismo 
efecto terapéutico (productos que se intentan introducir al mercado 
bajo el rubro de Abbreviated New Drug Application, ANDA, o sea 
productos que ya han sido estudiados y han demostrado ser seguros y 
eficaces). Para esto, el criterio que se ha estableci.do. por los 
funcionarios de la FDA o por algún solicitante por petición de un 
funcionario de la FDA se basa en evidencias bien documentadas de 
productos que no podrian ser bioequivalentes, considerando lo 
siguiente: 

- Evidencia de que no se tienen efectos terapéuticos similares con 
tales productos, 

- Evidencia de que los productos no son bioequivalentes, 
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- Evi.dencia de <ple tienen un indice terapéutico pequeño y que 
necesitan una dosificación cuidadosa y monitoreo del paciente, 

Una determinación médica competente de que una falta de 
bioequivalencia trae un serio efecto adverso en el tratamiento o 
prevención de un desorden o condición seria, 

- Evidencia fisicoquimica de: 

- baja ~olubilidad en agua, o si la disolución en el estómago 
es critica para la absorción en el tracto gastrointestinal, 

- velocidad de disolución lenta o diferencia significativa de 
la disolución cuando se compara contra un producto innovador, 

- el tamano de particula y/o área superficial del principio 
activo es critico para su biodisponibilidad, · 

- ciertas caracteristicas estructurales del principio activo, 
tales como presencia de polimorfos, solvatos, etc. que se 
disuelvan poco y esto afecte su absorción, 

los productos farmacéuticos tienen una alta relación 
excipiente/principio activo 

- si están presentes ciertos ingredientes inactivos que se 
requieran para la absorción o que puedan afectar la absorción. 

- Evidencia farmacocinética que: 

- el principio activo se absorbe en gran parte en un segmento 
del tracto gastrointestinal o se absorbe en un sitio en 
particular, 

- el grado de absorción del principio activo es pobre, 

- cuando sufre metabolismo de primer paso y que afecta el 
efecto terapéutico y/o toxicidad, 

- cuando la entidad terapéutica es metabolizada o excretada 
rápidamente y que se necesite una disolución y absorción 
rápida para que act~e eficazmente, 

- cuando la entidad terapéutica es inestable 
especificas del tracto gastrointestinal Y 
recubrirse o formulaciones especiales para 
absorción adecuada, 

en porciones 
que requiera 
asegurar una 

- cuando la entidad terapéutica es sujeta a una cinética 
dosis-dependiente en 0 cerca del intervalo terapéutico y la 
velocidad y extensión de la absorción sean importantes para la 
bioequivalencia. 
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Los diferentes requisitos generales de bioequivalencia de la FDA 
pueden ser los siguientes: 

- Una prueba in vivo en humanos 
- Una prueba in vivo en animal~s diferentes a los humanos los 
cuales se han correlacionado con datos in vivo de humanos 
- Una prueba in vivo en animales diferentes a los humanos los 
cuales no se han correlacionado con datos in vivo de humanos 
- Una prueb~ de bioequivalencia in vitre estándar (por ejemplo 
una prueba in vitre que ha sido correlacionada con humanos) 
- Una prueba in vitre. disponible (comúnmente el perfil de 
disolución) que no ha sido correlacionada con humanos. 

Generalmente las formas de dosificación sólidas corno tabletas 
cápsulas etc., están sujetas a los requisitos de bioequivalencia' 
como se puede ver en la sección 1.1.4 para la Clortalidona en lo~ 
cuales se les solicita la prueba in vivo en humanos ademá~ de una 
prueba in vitre. Para el desarrollo de las pruebas in vivo se deben 
considerar los siguientes aspectos: 

- Diseño del estudio, que implica a la dosis administrada 
(simple o múltiple) de manera azarizada, generalmente cruzado 
de dos vias y un número de sujetos establecido (generalmente 
más de 20). 

Sujetos, los cuales deben ser sanos y bajo supervisión 
médica de acuerdo a las regulaciones nacionales y bajo la 
declaración del Helsinki para los Derechos Humanos. 
- El producto de referencia, el cual debe ser un producto 
farmacéutico que ha sido aprobado sobre las bases de estudios 
clinicos 
- Los tiempos del muestreo del fluido biológico, que deben ser 
tomados con la suficiente frecuencia para caracterizar las 
partes ascendentes y descendentes de la curva concentración­
tiempo (absorción, distribución y eliminación), cuidando de no 
tomar más de 475 rnL de sangre en un periodo de 1 mes~. , 
- El método analitico utilizado debe cumplir con·.1os: criterios 
de Especificidad, Intervalo Lineal y Función ·,Respuesta, 
Exactitud y Precisión, Sensibilidad Eficiencia de Extracción y 
Estabilidad. ·: ""· <..: 
- Comparación estadistica de los parámetros·" farmacocinéticos 
de ambos productos bajo. estudio corno son el ABc, .. :.<;:max·-y: tmax· 

Todo esto, establecido en "protocolos" aprobados' :y, 'jun'to .:,con los 
registros de fabricación.del .producto; pruebas.·compendiales,, prueba 
de disolución, etc., ·generará, un. informe· que .. será.'..en,tregad~ a la 
FDA para que el producto farmacéutico .. cumpla' con,;.el·::•requisito de 
bioequivalencia y pued.a .autorizarse a·: la :venta.:.<:" '.:.•:"'.\::--

Canadá es una nación'. P'i"c;~;ra ·~¡,: los ~~~isi~c;is:~ofi.ciale,s de la 
bioequivalencia de los, productos ··.f~rmacéutico.s,, . .,en . .,la .... cual ·ya está 
formalizada por la Heal th · Proc.te.ction• .. .,Branch:: (HP'!"''· Departamento de 
Protección de la salud) , - ,organismo; canadiense similar; a la FOii •. Sus 
guias y objetivos son sirnilares,:a· los .de:•Estados Unidos, •.teniendo 
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variaciones en la evaluación estadistica de los parámetros 
farmacocinéticos. 

l.J.J. Perspectiva• en K'xicc 

En México no existe una regulación acerca de la bioequivalencia. 
Actualmente se han dado los primeros pasos al respecto, en 
conferencias por parte de la Secretaria de Salud (SS) y la Cámara 
Nacional de la Industria Farmacéutica (CANIFARMA). Asimismo han 
existido esfuerzos por parte de la secretaria de Salud que en 1989-
1990 junto con expertos en el area, propusieron "La Guia y 
Recomendaciones Para Realizar Estudios de Biodisponibilidad y 
Bioequivalencia en Humanos" y "La Guia de Validación de Métodos 
Analiticos para usarse en estudios de Biodisponibilildad y 
Bioequivalencia" las cuales no se han traducido en legislación. 

se tienen las bases, pero hace falta un gran esfuerzo conjunto 
tanto del gobierno, iniciativa privada, organismos colegiados, 
universidades y de la cámara para obtener la legislación. Esto 
involucra un fuerte gasto para establecer laboratorios analiticos Y 
clinicas especializadas, pero a la larga se espera un mayor 
beneficio económico, ya que esto aumentará la calidad Y 
competitividad de los medicamentos producidos en México a nivel 
internacional. 
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CAPITULO 2 

ODJBTIVO 

2.1 PLN!TEAMIENTO DEL PRODLEMA 

La Clortalidona es un proaucto genérico clasificado en la categoria 
terapéutica como diurético de acción prolongada y baja toxicidad. 
Para obtener la autorización de la venta de un medicamento con este 
principio activo en los Estados Unidos y lograr competitividad en 
el mercado nacional, en la forma de dosificación de comprimidos, 
uno de los requisitos necesarios es probo.r la bioequivalencia con 
un producto existente en el mercado, que haya demostrado su 
seguridad y eficacia. Esta prueba se lleva a cabo en al menos 2 O 
sujetos sanos voluntarios evaluando, entre otras cosas, la 
concentración de Clortalidona en orina con respecto al tiempo 
después de una administración del producto en forma de tabletas a 
una dosis de 50 mg, lo que hace necesario una técnica analitica 
confiable y sensible para la cuantificación del activo en el fluido 
biológico. 

2.2 OBJl!l'l'rVO 

Establecer y validar un método analitico para cuantificar 
clortalidona en Orina para ser utilizado en un estudio de 
biodisponibilidad/bioequivalencia después de administrarse una 
dosis de so.o mg. 
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CAPITULO 3 

PARTB EXPERIKBllTAL 

3.1 EQUIPO, K11'fBRIAL Y Rl!!ACTIVOS 

- Equipo: 

Sistema cromatográfico 

Inyectores: -Inye.ctor Waters, Modelo U6K 
-Inyector Automático Waters, Modelo 712 
-Inyector Automático Waters, Modelo 717 

Bombas: -Bomba Waters, Modelo 510 
-Unidad de Flujo Waters con capacidad de 
manejar 4 disolventes, Modelo 600E 
-sistema Controlador Waters, modelo 600 

Detectores: -Detector UV 
Waters, Modelo 
-Detector UV 
Waters, Modelo 

de longitud 
484 
de longitud 
486 

de 

de 

Integradores: -Integrador Waters, Modelo 740 
-Integrador Waters, Modelo 745 

Onda 

Onda 

Variable, 

variable, 

-Integrador Hewlett Packard, Modelo 3306 

otro : -Válvula de conmutación de 6 puertos, .. waters 

Columnas cromatográficas: 
•' ,· 

-Ultrasphere ODS, 5µm de tamaño de particula de.4.6:mm DI y 25 
· ·. . . cm de· Longitud · 

-µbondapak Cl8, lOµm de tamaño 
cm de Longitud 

otros Equipos: .. 

Baño ~~ Últ~~sonido cole Parmer• Mocid~ 88~1.y 

DI y 15 

Baño - ~e ;~q~~ • con'c'te~pe~~tura contrplaci-;,:;· Polytherm, Modelo 
PYl . .. · ·. ''.<::.,-~'.·:;.,.' ·<:·;·",\'..~.'/: :'..·.•.·¡; •.. - ··;,'. ··~·1··r·· >( . - ·-;:/:" .. ,._ ;.~ --;/,~-. _: .<--; ~ -- . -- _,; 
centri ~u~~ c~n R~frigeración so:é:váu, - ino.delo RT 600D; 

Equipo . para prbd~sÍ .. r ... muestras-: én Cart1Jchos de Extracción en 
Fase Sólida J. T. Baker, ·de 24.plazas · 



Potenciómetro Beclonan, Modelo •45 

Balanza Anal1tica Mettler, Modelo AE260 

Agitador "Vortex", Thermoline; mezclador tipo37600 

Ultracongelador Harria de o a -7oºc, operado ac-4oºc 
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Pipetas automáticas de Transferencia marca ' Finnipipette y 
Oxford de las siguientes capacidades: 5 a 50µL, 50 a 2ooµL, ·200 a 
lOOOµL y 1000 a 5000µL 

Pipeta de descarga m1U tiple Eppendorf, de 100 a 5000,.' µL 

Cartuchos de Extracción en Fase Sólida con la!'',: siguientes 
caracteristicas 

cartucho Tipo capacidad Marca 

Si l mL Spe-ed 
CN l mL , spe-ed 
ClS 1 mL Spe,,-ed 
CN ,3 mL J. T. Baker 
ClS 1 mL J. T. Baker 
CN l mL J. T. Baker 

- Reactivos: ·. : ., ,. . '· 

Acetato de sodio·_R;,A'. :Merck. 

Agu~ grado HPLé'obt~ni,do d<? e9ui¡:Ío MilliQ de Waters 

Acetonit~ilo ~Pú;, ballinkrodt 

Metanol HPLC, ·. Fishe~. sclentific 

Acetona ·H~!;-c;, i:~~:t13,ake¡:-: 
Fosfato de:p6t~sio:~~~~b,iis}~o~'. A;;. Merck 

:::::t:¿,::~::::~~'.;Aj±~;~;::!({"~/~·.Me.~~~ 
Hidróxido .~~:'sódi~ ~·7 :.,!Í:~~ ¡.;~r6ic 
clort:aiiCioria. é't ! 'si\füa '''' "•' , 
Clortalidona sU:st~ncÚi''d~ ·~~~~renb'la USP lote .G-2 • 

2 _7 , 0¡~i~~óxinÚ~ai'ello R;' A. )sigo;¡a 

orina ob~e~id~ -~e ~uj~to~ V~lu~t~rios 
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3 • 2 TRABAJO Pgno 

De acuerdo a las caracteristicas farmacocinéticas de la 
Clortalidona, de la dosis a administrar, de 10 reportado" en 
bibliografia de técnicas analiticas y concentraciones urinarias 
reportadas, se estableció un intervalo dinámico de trabajo de 
o.1ooo a 20. 00 µg/mL en e~ cual se buscaria ser selectivo a 
compu':'stos end?genos Y al único metabolito reportado, el Acido" 2-
(3-aminosulfonil-a-clorobenzoil) benzoico (CCA). 

Iniciall!'ente se hizo una revisión de los métodos reportados p~ra 
Clortall.dona en flu.idos biológicos, descartando de inicio los 
métodos espectroscópicos, primeramente por la recomendación "de"· la 
guia de. l~ FDA de utilizar métodos cromatográficos y segundo por" la 
ine~pecificidad que podria acarrear el uso de estas técnicas. "Las 
opciones quedaron .en cromatografia de gases (CG) y cromatografia".de 
l~quidos de al ta resolución (CLAR) para lo cual consideramos lo 
siguiente: · 

- Disponibilidad , de equipo, 

- factibilidad éíE!j~~ técnicas y, 
. : ~ .: ',. ,-, " 

- disponibilidad de· reactivos 

En el lab6~~~brl·.;•:~6':é.;ntá~amos con cromatógrafo de."gases; además, 
por las carac.teristicas .. de"" la Clortalidona, se ·requiere·"derivarla 
para hacerla\•;termoestable"; >10· cual conlleva a'" la: compra de 
reactivos y·' niaterial:mecesario :para:·.hacér10;. por· 1o"::que.-se decidió 
la CLAR, ya que;;:"adeniás{d_e"Vcontar:- eón" todos los équipos ':'Y material 
necesarios': con::· esta; técnica·" obtenemos, :resultados que · cumplen con 
la sensibilidadf.·Y·"·selectividad que .se.·necesita y no se requiere 
derivar la :muest:r;a.•:;:;" ·:>:-'" "·C · ·· · " 

, . ·~,· ' 
.,., ·-::~~·,-.: ::~,, ',; 

Teniendo la téc¡:,i_;:,¡¡·;~E!1E!é~ionada, p~ocedimos a reproducir uno de 
los métodos .reportados;', en" las condiciones actuales de nuestro 
laboratorio,· :sel.eccioriando'. el más corto, ya que el •número de 
muestras clinicas~a: analizar en un estudio de bioequivalencia es de 
aproximadamente· l.OOO!a::"1soo;-y.1os resultados deben ser oh.tenidos de 
manera rápida y.•.de";'ácuerdo' a las buenas prácticas de" "laboratorio 
para su análisi"s:.,estadistico. El método que se" reprodujo. fué el 
reportado por· Guéien" y" e' colaboradores <35l, utilizando para• ello una 
columna µBondapak.-ClS,. 10 µm de tamaño de particula, de .3.9,mm DI Y 
15 cm de longitud' con".la misma fase móvil reportada y· en· la cual la 
muestra se procesa•"sólo con· una dilución. Al inyectar.:un,blanco de 
orina procesada":"• se:::.vió .una gran interferencia "de ·"compuestos 
endógenos con .la · clortalidona (Figura 3 .1) por lo que el mé~odo fué 
eliminado y se pensó en", otro procesa!"iento que fuera sencillo, ya 
que los otros . métodos reportados utilizan la extracción liquido­
liquido con disol vente;i _orgánicos para la limpieza de muestras. 
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Figura 3. l. cromatograma de las muestras de · Clortalidona usando 
como fase móvil Acetato de sodio o. OlM:Acetonitrilo 400: 100 a un 
flujo de l. 6 mL/min. A) Disolución de Clortalidona. B) Blanco de 
orina. 

3.3 DESARROLLO DEL METODO 

3.3.l SISTEMA CROY.ATOGRAFICO 

Con los resultados obtenidos en el trabajo previo, y de acuerdo a 
la mayoria de las técnicas reportadas, se propuso utilizar un 
sistema cromatográfico en fase reversa, seleccionando para ello una 
columna Ultrasphere ODS, Sµm de tamaño de particula, de 4,6 mm DI y 
25 cm de longitud para tener una eficiencia elevada .. La fase móvil 
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se obtuvo al reemplazar el amortiguador de la fase móvil probada 
inicialmente por uno preparado con fosfatos con el objeto de 
ampliar el interyalo de pH de amortiguació~, y respetando las 
proporciones de disolución amortiguadora:Acetonitrilo. Debido a que 
el pKa de la Clortalidona es de 9.36, en el intervalo de trabajo de 
las columnas analiticas (pH<7.5) no se altera su comportamiento 
cromatográfica por el cambio de pH, pero si el de los compuestos 
endógenos de la orina. 

se probó la disolución amortiguadora de fosfatos o,OlM:Acetanitrila 
(80:20: pH 7.0) cama fase móvil ajustando el flujo a 2 mL/min, 
obteniendo asi un sistema can un factor de capacidad grande para 
clartalidana (entre 4 y 5), un pico simétrica y una alta 
eficiencia. con este sistema se empezó a trabajar y a la postre fué 
el que se quedó cama sistema definitivo para el manitoreo de la 
clortalidona, utilizando la detección al UV a 214 nm, la cual 
permite una sensibilidad alta para monitorear al fármaco en el 
intervalo de o.os-100 µg/mL. ver Figura 3.2. 

A 

<r 

('·, .,.., 

~¡ 
,__ 
cr 
Cl 

ci 

~f. b 
· . &:~1:·. d°' . l.,~ muestras de. ,Cl~rtalidana usando 

Figura J.2 •. c.romatagr;made e,~t:sio:Acetonitrila .so:20 ·pH 1.0 a un 
coma fase móvil. fosfa O~., lu~ión de Clartalidana a 10 µg/mL. 
flujo de 2 mL/rnin. A) isa 
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J.3.2 OBTBHCIOH DBL PROCBDIMIEHTO DB LIMPIBZA DB MDBBTRAS 

Ya teniendo un sistema cromatográfico propuesto, se buscó el mejor 
método para el tratamiento de las muestras, seleccionando 
primeramente técnicas de extracción liquido-sólido. De acuerdo con 
las caracteristicas del principio activo, principalmente su 
solubilidad, se utilizaron cartuchos en extracción de fase sólida 
con empaque Cl8 con 100 mg de carga de fase estacionaria, los 
cuales se procesaron de las siguientes maneras: 

- Solvatación y acondicionamiento del cartucho (para todos los 
ensayos): 

Pasar 2 mL de metanol 
Pasar 2 mL de agua cuidando de no secar el cartucho. 

- Adición de la muestra (para todos los ensayos): 

Adicionar o. 3 mL de. o~i.na Y. o. 2 mL d~ ag~a al cartucho 

- Lavado de la muestra 

Ensayo Disolvente. de Lavado .de lavados de l mL 

l agua 5 

2 a9ua:metanol (90:10) 5 

3 a9ua:metanol (80:20) 5 

- Elución de la muestra: 

Eluir con 1 mL de una mezcla acetona:metanol (50:50), 
recolectando el eluido 

- Preparación final 
d a 60ºc bajo corriente de n.itrógeno Y 

Evaporar cªonseÍo~daµL de fase· móvil. Inyectar ._c,20 µL al 
reconstituir . . .. . . 

cromatógrafo. d Clortalidona ; ~l~·~cCls::·-~e. orina con 
se trataron disoluciones e bservar 'el, grado. de'.interferencia de 
estos procedimientos, parf 0 omatograma· (limpieza de•la.-.muestra) Y 
compuestos endógenos en e d c~a Clortalidona. Los :resultados fueron 
el porcentaje de recobro e . . 
los siguientes: 



Ensayo 

1 
2 
3 

Recobro de Clortalidona 

Aproximadamente 100% 
Aproximadamente 90% 
Aproximadamente 50% 

Limpieza de la muestra 

Huy Mala 
Hala 
Buena 
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Estos resultados se consideraron buenos, pero se tenia que trabajar 
con ellos para optimizar la limpieza y el porcentaje de recobro, 
por lo que se buscaron otras alternativas. 

Con base en el sistema reportado por DorseyC3B) en el cual se 
utiliza un sistema cromatográfico en fase reversa, usando fase 
móvil compuesta casi por pura aqua y una columna anal1tica CN, se 
propuso la utilización de cartuchos de extracción en fase sólida 
con este tipo de empaque. Se probaron los siguientes cartuchos: 

- cartucho de Extracción en fase sólida CN de 500 mg de fase con 
tratamiento de recubierta final (End capped). 

- cartucho de Extracción en fase sólida de 100 mg con el empaque 
anterior. 

con ambos cartuchos se procedió a hacer estudios de recobro de la 
Clortalidona con los siguientes pasas: 

- Solvatación y acondicionamiento del cartucho: 

Pasar 3 mL de metanol 

Pasar mL de agua cuidando de no secar el cartucho. 

- Adición de la muestra: 

Adicionar o; 6 mL de disolución de Clortalidona y· O. 4 mL de 
agua. 

- Lavado de· la. muestra 

Para los cartuchos de 500 mg, pasar cuatro porciones de l mL 
de agua -recolectar el efluente e inyectar al cromatógrafo. 

Pa~a los cartuchos de 100 mg, pasar tres porciones de ·1 mL de 
agua, recolectar el efluente e inyectar al cromatógrafo. 

- Elución de la muestra: acetona:metanol· · (50:50), 
Eluir ·con 1 mL de una mezcla 

recolectando el eluido. 

- Preparación final 

Evaporar a 
reconstituir en 
cromatógrafo. 

60oc a sequedad bajo corriente. de •.Nitrógeno y 

600 µL de fase móvil. Inyectar 25 µL al 
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Con est~ proc~di~iento se obtuvieron los siguientes resultados: 

cartucho Efluente Recobro de Clortalidona 

500 mg Lavados Aproximadamente 3.43% 

Eluido Aproximadamente 103.46% 

100 mg Eluido Aproximadamente 80% 

considerando estos resultados, se procedió a "cargar" muestras de 
orina f~rtificadas con una concentración de 0.1000 y 20.00 µg/mL de 
Clort~lidona en cartuchos de 500 -mg. También se procesaron blancos 
de orina. Se utilizó el procedimiento indicado para los. cartuchos 
de 500 mg pero reduciendos a tres porciones de l mL el paso de 
lavad~. Los resultados obtenidos mostraron un recobro de 
aproximadamente 90% de Clortalidona en orina y una; limpieza 
adecuada de la muestra. En este punto se buscó un posible estándar 
interno para la Clortalidona. Se probaron el Naproxén . Probenecid 
2,7-0ihidroxinaftaleno, Fenal, Naftaleno y 2 Naftol, de los cuale~ 
se seleccionó el 2, 7-Dihidroxinaftaleno que presentó un ·recobro de 
aproximadamente el 80% con el·: pro_cedimiento· •de limpieza y una 
resolución adecuada en el Sistema Cromatográfico (F_igura 3.3). 

Teniendo una limpieza de muestra".·~~~ •'.sen~·illa se pensó en la 
posibilidad de automatizarla, por'.··.lo'Oque(.se·:.mantó un sistema como 
se describe en la Figura 1.8.,"Para .. tlai;limpieza de muestra se 
utilizó una guardacolumna de: ,oyo"'-yo 11·:"' Wat.ers "' empacada· con un 
cartucho relleno con aproximadamente.100·:,;mg~:dec.fase µBondapak CN. 
El sistema se adaptó de modo que ,el ·tiempo: de d:avado ·de la muestra 
en el cartucho fué de 2 minutos a:·un··.flujo·;,de: l:mL/min. antes de que 
se le hiciera pasar la fase móvil";.en\ •. contraflujo para",dirigir los 
compuestos de interés hacia la columna•;·am1litica:., .. con .este cartucho 
se obtuvieron cromatogramas limpios¡·· pero} sólo: se; pud.ieron inyectar 
alrededor de 14 muestras antes de ,que.-disminuy_era.•el::,rec.obro de la 
Clortalidona y de su estándar interno1por,\saturación'.'.delCcartucho. 
Posteriormente se probó con un cartucho·.·de .• 20\:l!llllfü.x}3; 6i.•mm de o. :r. 
relleno con empaque NovapakCN de ; Waters_;:c'.;"el'~\cual•j'.pudo'. •. soportar 
aproximadamente 40 muestras antes .. · de<.deteriorarse:·c":_:Ante este 
problema, se pensó en hacerle un: lavado_,·,•Y(•.regeneración ,:en l~nea, 
por lo que la bomba de lavado se-.conectó:a;•Ul1'.·sistema;de. gradiente 
con mezclado a baja presión, el. cual•.'permitióóhacer.:•·la',.•regeneración 
del cartucho de limpieza al hacerle• pas_a.r;.Acetonitril_o·,:y :agua antes 
de realizar la siguiente inyeccióri;:i<l.ut:~~t~:'.el;itiempo:.que_,duraba la 
corrida analítica. con esta ·regeneracion,:: el. cartucho, ... d~ lavado 
duró aproximadamente 80 muestras, .. an_t,es.¡,,~-~':deteri~~~r.se.,•:>: 

con el objeto de hacer más ecorió~l¿c,._·.;1:a'n.áÜsi.s'.,se~_bus7ó una fase 
estacionaria más estable que pudiera-·soportar.-el trat~miento de un 
gran número de muestras antes. de deteriorarse. El ma)or. res~~tado 
se obtuvo con la fase "Stable · Bond-CN" de. zorb~.~. (p_resentac1on en 
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columna de 12.5 x 4 mm o I ¡ ·e · · 
más de 300 muestras sin ~~ 'mosºt este ·cartucho_ se pudieron tratar 
lo hace muy adecuado para un est_úcf!'rad sibginos -de_ deterioro, lo cual 

1 º e.:. oequivalencia. 

Figura 3. 3_. Croniatogia~a·fa~•·],~¿ .'. ~~~~t;as 'de •.. Clortalidona usando 
co:n'? fase móvil fosfato;,de\potasio:Acetonitrifo 80:20 pH 7.0 a un 
flUJO . de 2': mL/min·;,.,'.A) ·•:. Bla.nco··,de.:_·odna·. ·:-BL-:" Orina cargada con 20 
µg/rnL de Clortalid~J1ª•Y 3_ l:'.,g/JllL';de ~; 7:-Dihidroxinaffale~o; 

En resumen ei mét~d6 ~~ció J~'1~· ~igule~te ~~hera: 
-Preparación de lá'~~¿~~~r~': L'tiézclar: 600:. µL de muestra de 
con ~oo µL'·._de ... disolución· .. · de· __ , Estándar_ .. , Interno 
Dihidro>:inaftaleno)'. _Iny.,ctar_,5() __ µL :. al ._Cro111atógrafo. 

orina 
(2,7-

-Limpieza de la Muestra, AnállsÍ.s _crornatÓgráÚco y Regeneración del 
cartucho:_ 



.o 
Ba--BA 1 DESECHOS BOM3A2 ELUENTE DE 

L""""DO 

Figura 3.4. Posición de limpieza del~ muestra 
,··. :: 
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Como se muestra en la Figura 3. 4, ·.la,· muestra al o:inyectarse se 
deposita en la columna de lavado haciéndole._pasar·<igua a un flujo 
de l mL/min para lavarla, eluyendo los·, compuestos endógenos de la 
orina y manteniendo la Clortalidona.en-el cartucho; mientras que la 
fase móvil pasa directamente a-la columna· analitica a un flujo de 2 
mL/min. Estas condiciones permanecen durante. _2 minutos. 

Figura J.5. Posición de Elución de-la;muestra hacia la columna 
analitica ... ._ ___ -.·,, 

'l' 'd l tl mpo de lavado la ~~lv¿l.a de intercambio rota de 
r~nscurri o e l ~lujo de la.fa~;;, móvil-.se:·t.ace.pasar•a través del 

~=rt~~~~radequ~ e d . para arrastra·r , la .,muestra··. hacia_. la columna 
aiva 0 

· ar el·_ proceso .cromatográfico .. de: la muestra analitica y as .-.empe_z ·, -- . - . - ... 
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(Figura 3. 5). Esta posición permanece 'durante 30 :~egundos para 
posteriormente pasai; el sistema .a. la ... posición ·original·· y : asi 
iniciar la regeneración del c.artucho· de,': acuerdo :a .. la· Tabla: 3··; l ::. 

Tabla 3. i. Tabla de Gradient,e p~ra, ia: ,;.;;9~;;éra~ión ti.;;{ ~artucho 

* Tiempo: de,• Li\v'ado~ y: r¡;i.'..ciÓn'; ¡¡:¡;·.·ia/inu~stra ':hacia' ·la columna 
analitica : > ·'" · · ·· ·.:, ... ''·" :" '" ·:. :,· · ·i· · i•' " .•. 

u Preparación del. cartucho .Para re.cibir ot.ra inyeccion. 

cromatogramas:f.;;¡ré'se~¡~t~v'o';, ;.i: iiúe~~r'~n . ~h 1~ Flg~1Ca. 3. 6. ,f · .. 

clortalidona en el 
orina 
µg/mL 
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3.4 !ltLIDACIOl! PIL HETODO 

Ya teniendo el método analítico i 
indica a continuación: se proced ó a validar como se 

Especificidad 

a) Se realizó analizando bajo el método propuesto la orina. de 7 
sujetos voluntarios, y observando si ésta presentaba interferencias 
en el área de los compuestos de interés 

b) Se analizó también el metabolito reportado de la clort~lidona 
el Acido 2-(3-aminosulfonil-o-clorobenzoil) benzoico (CCA) . y s~ 
~~~=~~- que no presentara interferencia con los compuestos· de 

c) Se analizaron 
Cafeína, Naproxén 
podrían ser una 
interés. 

disoluciones de Metildopa, Acido .. Salicílico, 
Y Probenecid, buscando aquellas sustancias que 
interferencia potencial de los . compuestos de 

Intervalo Lineal v Función Respuesta 

como ya se mencionó al inicio de este ·capitulo; el intervalo de 
trabajo se fijó de 0.1000 µg/mL a -20.00tµg/mL :de_,•Clortalidona en 
orina. Para su caracterización se estableció.:)foa·::.curva :;patrón en 
orina con puntos calibradores a las •.concentracionesC:,de. 0.1000, 
0.2000, 0.5000, 1.000, 5.000 y 20.00 :µg/mL>:·Esta':'curva:-:'.s!i .. generó y 
procesó de manera independiente en los _experimentos.: de ''precisión 
interdia. Para cada curva se realizó .un·.análisis_i;'de:'regresión por 
mínimos cuadrados, tomando a la concentración'. como·:\variable "x" y 
la respuesta (altura relativa de la Clortalidona·;.respécto a su 
estándar interno) como variable "y". ,•;;e,:::•""" · •. -.: ... · 

La evaluación de la función respuesta corÍslitió' ~~ · '1a _Jerificación 
de la consistencia de las curvas generadas,,. en-;el;:·_coeficiente de 
determinación de la recta generada, el cual;;no.'.deb.eria;:ser, menor a 
o. 98, y en la evaluación de la calidad,.,de;;ajus_~e;;;_en ;el··;cual las 
concentraciones estimadas en el "cálculo .;,cde•,:.regreso!'--: deberían 
cumplir con los criterios de exactitud: Y. precisi_ó_n·:de•;las. muestras. 

·. ·. ·:·:;i~. ;·(:~ . '~:··~ . : ,· ,-_,_..~;'.: . 

Exactitud y Precisión. , ..... · .. :·· 
::\, ;:: 

La precisión se evaluó • en .. dos ;.'i>ai'tes¡,- -;p~;;;isión -~"i~~~adia y 
precisión intEirdia. Para este· fir:t, -~.se.·~.!!c~rg~ro~~· ~ ~ue~tr~s .de orina 
a las concentraciones de 0.1000, .. ,,0_;300.o, _•-7_. 000·,y >16 • ..o~._,µg/mL, las 
cuales se procesaron por triplic'!do:•,dura~_te ::,tres .:•,_dias .Para la 
precisión interdia y por sextuplicado· __ en . un :,solo . dia para la 
precisión intradía. Todas las muestras se ·,interpolaron en su curva 
patrón. .. -
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Para la precisión intradia se obtuvo el promedio, la desviación 
estándar Y el coeficiente de variación de la concentración 
interpo~ada de t~das las muestras de ese experimento, dándose por 
buena si el coeficiente de variación era menor al 15% (menor de 20% 
a la concentración de 0.1000 µg/mL). 

Para la precisión interdia, se obtuvo el promedio, la desviación 
estándar Y el coeficiente de variación de la concentración 
interpolada de todas las muestras obtenidas en los diferentes dias 
que duró el experimento, dándose por buena si el coeficiente de 
variación era menor al 15% (menor de 20% a la concentración de 
0.1000 µg/mL). 

La exactitud se evaluó verificando que el promedio de la 
concentración interpolada en ambos experimentos de precisión no se 
alejara más del 15% de las concentraciones adicionadas (no más del 
20% de la concentración de 0.1000 µg/mL) 

Sensibilidad. 

a) Limite de Cuantificación. Se estableció con la concentración de 
0.1000 µg/mL la cual debió haber cumplido con el criterio de ± 20% 
para exactitud, precisión y calidad de ajuste en la prueba de 
función respuesta. 

b) Limite de detección. Se estableció haciendo diluciones sucesivas 
de la concentración de 0.1000 µg/mL de Clortalidona, llegando a las 
concentraciones aproximadas de 0.0500, 0.0200, y .. 0;0100 µg/mL, 
analizándolas con el método propuesto y obtener la dilución, que 
produjera una señal de 2 a 4 veces la señal de fondo. 

Eficiencia de la Extracción (Recobro Absoluto). 

La prueba de eficiencia de la extracción· .se realizó con 
disoluciones de clortalidona en orina y en agua; .ambas a las mismas 
concentraciones. · · 

Para tener la referencia de las muestras acuosas/· l ... s .disoluciones 
en agua se inyectaron al cromatógrafo pero. no. ·SE!. hiciero.n pasar por 
el cartucho de lavado. 

Las muestras de orina se procesaron de acuerdo.al\~étodo,p~opuesto. 
El recobro absoluto se obtuvo al coml?arar. d:•:p_i;,mecÚ.~ t de iª 
respuesta de cada concentración obtenida en ori.na :·con raó ª1 

· t Para el estándar interno, · se compar e 
correspondien e en agua· d . te en las. muestras·· en orina 
promedio global de la respuesta e es · 
contra el promedio global de la respuesta en las muestras en agua. 
Esa relación se expresó en porcentaje. 
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Estabilidad de la muestra. 

La Estabilidad se evaluó de diferentes maneras: 

a) Estabilidad de la Muestra Procesada Lista para su Análisis. se 
prepararon muestras de orina adicionada de Clortalidona; se 
procesaron Y se cuantificaron a las o, 24 y 48 horas después de 
haber estado dentro del inyector automático del cromatógrafo 
siempre contra una curva patrón fresca. se observó la consistencia 
de resultados a través del tiempo. 

b) Estabilidad a ciclos de Congelación-Descongelación. Las muestras 
de Precisión Intradia se almacenaron y se sometieron a 3 ciclos de 
24 horas cada uno de congelación-descongelación (-4o0 c - TA). Al 
final de este periodo, se procesaron por triplicado a cada 
concentración y se cuantificaron contra una curva patrón fresca. La 
concentración promedio obtenida, se comparó contra la obtenida 
originalmente. 
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CAPITULO t 

RESULTADOS 

4.1 ESPECIPICIDJU) 

En la Figura 4 l se muestr n l · 
su estándar !~terno de 3ª bl os cromatogramas de Clortalidona con 
metabolito reportado' para la Cl~~~~~i~na~rina de 3 sujetos y del 

Tabla 4.1 
Tiempos de Retención de Algunos compuestos en el Sistema 

Cromatográfico de la Clortalidona 

Compuesto 

clortaÜdÍ:ina ~ . . . . . 
2, 7-Dihidroxinaftáieno ·,. 
CCA . ''·· · é·;;··' 
NaprÓxén 
Caf eina 
Probenecid .;· 
Metildopa . 
Acido Salicilico 

De acuerde a los resultad.os obtenidos, se concluye que el método es 
especifico a diferentes fuentes de matriz biológica, al CCA y a los 
~árrnacos probados, a excepción del Naproxén que si es un ·::· 
J.nterferente potencial. · 

4 • 2 INTERVALO LINEAL Y FONCION RESPUESTA 

En la Tabla 4. 2 se muestran los resultados de los estadisticos de 
regresión de las curvas patrón generadas en los experimentos de 
exactitud y precisión. En la Tabla 4.3 se muestran los resultados 
de calidad de ajuste de dichas curvas y en las Figuras 4.2. a·4.4 
las gráficas de las curvas patrón en los diferentes·dias. 
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Análisis de Regresión de 
para la cuantificación de 

Tabla 4.2 
las curvas generadas en diferentes dias 
Clortalidona en.el intervalo de 0.1000 a 

20.00 ¡jg/mL. 

DIA ORDENADA AL PENDIENTE COEFICIENTE DE ORIGEN OETERMINACION 

1 0.002027 0.412342 0.9999996 
2 0.010942 0.415881 0.9999825 
3 -0.002426 0.421959 0.9999927 

Tab1a·4.3 
calidad de 
dias para 

Ajuste para las curvas· patrón··generadas en diferentes 
la cuantificación de·c1ortalidona en el intervalo de 

0.1000 a20;00: µg/mL. 

n = J ·· 
X= 0.1020 
O.E. 0.0136 
c. V.=13.33 
t DE 
ERROR= 1.99 

coNCENTRAcroN;.1toréiroNADA ( µg/mL) 

3···· ·; 3.. ···<; .·,·3··'i··'·:••3·.,: 
o.1977' 0~5011: -~.99i\ 5;oió '.i!O:oo · 

06 ··o 0205·· 0.0041 ···0;0511 0·;012 
~:~; 4•:09Co: D.47> L03,:'.· ··o.06 

-1.16 ·0.21,. -0:88 ·.. o'.21 ·.' .-0.01 
. 
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Figura 4. l 
Cromatograrnas tipicos de Clortalidona:en orina. A) clortalidona con 
su estándar interno en disolución acuosa, B)' Clortalidona en orina 

a ·5 µg/rnL. · C) , 'DJ ·y· E) e· Blancos'· Orina provenientes de varios 
sujetos, ·p¡ Cromatograma del CCA. 
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. Figura 4.2. 
Gráfica de Función Respuesta para el método de cuantificación de 

clortalidona en orina. Dia l. · 
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Figura 4.3. . 
Gráfica de Función Respuesta para el método de cuantificación de 

Clortalidona en orina. Dia 2. 
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' Figura 4.4. 
Gráfica de Función Respuesta para el método de Cuantificación de 

Clortalidona en orina. Dia J. 
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como muestran los resultados, se observa consistencia de las curvas 
patrón durante los dias del experimento, un excelente coeficiente 
de determinación en todas las curvas y la calidad de ajuste cae 
dentro de los criterios de aceptación de exactitud y precisión; por 
lo que se considera que la curva patrón presenta un comportamiento 
lineal del tipo Y = A + Bx para relacionar la concentración de 
clortalidona presente en la orina con la respuesta del sistema 
cromatográfico. 

4.3 BlQIC'l'ITUD Y P8ECIBION 

A) Precisión intradia. La Tabla 4.3 presenta los resultados de 
Precisión Intradia 

Tabla 4.3. 
Precisión Intradia. Análisis de las Muestras Adicionadas 

n 
PROMEDIO 
D. E. 
c. v. 
PORCENTAJE 
DE ERROR 

REPLICA 
NUMERO 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

CONCENTRACION ADICIONADA (µg/mL) 

0.1000 0.3000 

CONCENTRACÍON .CUANTIFICADA·• (µg/mL) 

{6'.;·.:<. 6 
-6.860 -15.59 

·::::o·.:109 ..•. o. 77 
. ·.:1;_59;: ·,::_4 .97 

¡.;: .. 
.• ·-2.55 

B) Precisión interdia. La Tabla_:4,4. px;esenta los re~ult'adcis de 
Precisión Interdia 



DIA 

1 

2 

3 

n 
PROMEDIO 
D. E.. = 
c.v. 
PORCENTAJE 
DE ERROR 

. ~~:~~j~ ~-' 
:0;0076'. 

. ;,'2. 3_6 i;(-•· 

U{1:~~?:• 

63 

(µg/mL) 

16.00 

16.15 
15.94 

"-16.09 
'. 16.42 
·.16.26 
16.53 

. 14 .93 
.. , 14. 68 
'15.15 

9 
"15.79 

. 0.69 
.4. 36 

como se muestra en los res~it'<lcioii'ci'~';We"~l.;iófi,: ··~o~fÚiiente de 
variación máximo para precisión '1?ltradia'.fué·. de; _6;55'1(\que,: .. , ... 
7orresponde a la concentración :.de:: o ;1000: µq/,:; mL y;: para 'la: precisión 
interdia fué de 9. 25% para la· misma·. concentración~:: Como ·en: ambos 
casos el coeficiente de variación)fué_-[menor,;·a1· 15t;:r;decimos que el 
método tiene una adecuada precisión'.:;·'.'._''' ·¡;.:. >¡· . . •:-;;, ·:·.··. 1:~· ...• :·. ·•·". 

En cuanto a exactitud, se observa'~~~·"{a';:;~.,.~Ji;fl~nCxi~:: · 
encontrada en todas las concentraciones·~ fué:_de .i·_ 4 ._77% respecto al 
valor nominal y correspondió a la ··concentración: de 0;1000. µg/mL. 
Debido a que esta desviación es men_or.al:l_5t .. se'dice_que el método 
cumple con el requisito de exactitud;·'.••'.···· · · 

4.4 SENSIBILIDAD 

a) Limite de cuantificación. El limite.de cuantificación se fijó en 
0.1000 µg/mL, ya que esta concentración cumplió con los criterios 
de Exactitud, Precisión y Función,Respuest~. En ningtln experimento 
llevado a cabo, esta concentración presento un coeficiente de 
variación mayor al 2ot ni una•desviación mayor.del 20% a la 
concentración nominal. Además· es la concentración menor considerada 
para el intervalo lineal. 
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b) Limite de detección. El limite de 
µg/mL, ya que esta c~ncentración es l:etección se fijó en o.0200 
de 2 a 4 veces la senal del ruido ( que presentó una respuesta 

, ver Figura 4. 5) • 
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Figura 4 .5 
Cromatogramas de.Clortalidona en orina. A) Clortalidona en orina a 

una concentración de O .1000. µg/mL (concetración minima 
cuantificable) y B) .Clortalidona en orina a. una··concentración de 

0.0200 µg/mL (concetración minima detectable). 
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4. 5 IPICil!NCIJ\ DB LA EXTRACCION IRl!COBRO ABSOLUTO! 

En las tablas 4.5 Y 4.6 se muestran los resultados de recobro 
absoluto. El recobro promedio para·clortalidona fué de 92.35' 
variando de 88.15 a 95.99% y para el estándar interno fué de 
82.77'. 

Tabla 4.5. 
Recobro absoluto de la Clortalidona en las muestras de orina. 

SUSTANCIA 

CLORTALIDONA 

n =. 
PROMEDIO 
D. E. 
c. v. 
CLORTALIOONA ' 

n 
PROMEDIO 
D. E. 
c. v. 
PORCENTAJE 
RECOBRO 

MEDIO CONCENTRACION (¡¡g/mL) 

0.1000 0.3000 7.000 16.0.0 .. 

RESPUESTA. (ALTURA_;; Ú~IDADES :1\RáITRARIAS) 

. 92. 35 



Recobro absoluto del 2 ,f,. 

2, 7-DIHIDRO··· 
XINAFTALENO · . 

n 
PROMEDIO 
D. E. 
c. v. 
PORCENTAJE DE 
RECOBRO 

4.6. ESTl\BILipJlp DE Lll MUESTRfl 
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82.77. 

a) Estabilidad de la muestra procesada lista pa~a su ariáÚsis. Los 
resultados de la cuantificación de la muestra se graficaron y estas 
gráficas muestran que la Clortalidona es estable a 48 horas en el 
inyector lista para su análisis (Ver Figura 4.6), 

b) Estabilidad a ciclos de Congelación-Descongelación. La Tabla 4.8 
muestra los resultados obtenidos después de haber sometido muestras 
a ciclos de congelación-descongelación, los cuales no muestran 
signos claros de degradación. 
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. A) 

,~~~~-=t~: 'V l 
7 ~:~e::"' • ~.;,:~()2~~~·'.' . . .,._.die 48 

. ·.• .· .. F~g~~~;2~ .~ ; •. , O .... 

Gráficas de la estabilidad de·: la·: Clortalidona en la muestra 
procesada lista para su'·análisis por un •lapso de 48 horas. 
A) Muestra adicionada.auna•concentración.de.0.3500 µg/mL, 
B) Muestra adicionada a una concentración .de 7. ooo µg/mL y 
C) Muestra adicionada a una concentración de 16.00 µg/mL. 
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Tabla 4.s. 
Estal:>ilidad de la Muest.ra a Ciclos de Congelación-Descongelación 

n =. 
PROMEDIO 
D. E. · = .. 
c. v. . .. 
PORCENTAJE ·; 
DE ERROR = 

DESPUES DE 
n . 
PROMEDIO 
D. E. 
c. v. 
PORCENTAJE 
DE ERROR 

, CO~CENTRACIOIÍ ADICIONADA (µ9/mL) 

1:000 

(µ9/mL) 
·'-

·•· \i~:,~-~;· , .. 
<úo .. 11,.:·. 

.,0/.4.97,: 

.,:2;55 .· 

\~,.- ._ 
14.86 
'0'.09 
0.58 

'-7.13 



CONCLUSIONES Y PROPUESTAS 

CONCLUSIONES 

l) Se desarrolló un 
Clortalidona en Orina usando 
interno, con el objeto de 
bioequivalencia. 
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método analitico para cuantificar 
2, 7-Dihidroxinaftaleno como estándar 
ser utilizado en un estudio de 

2) El método desarrollado requiere de poca manipulación de 
muestra, resulta rápido y económico, lo cual cumple con las 
caracteristicas deseables para un estudio de esta naturaleza. 

J) La validación previa al estudio de bioequivalencia muestra 
que la Clortalidona se puede cuantificar de manera selectiva de los 
compuestos endógenos de la orina, del CCA y de fármacos como 
Metildopa, Acido salicilico, Cafeina y Probenecid. El Naproxén 
puede interferir en la determinación. 

4) La Clortalidona, con este método se cuantifica en el 
intervalo de 0.1 a 20 µg/mL en la cual presenta una función lineal 
del tipo y = A + ax. 

5) El método es exacto y preciso de acuerdo a los requisitos 
aceptados para este.tipo:de métodos. 

6) La Clort~lidona se puede cuantificar de manera ·'confiable a 
la concentración de 0.1 µg/mL y se alcanza a detect.ar hasta 0.02 
µg/mL. 

7) El método presenta un recobro absoluto de .iá ClÓrtalidona 
de alrededor del 92% y del B2t para su estándar interno,. . 

8) La muestra permanece estable cuando se al.Ínai::ena en el 
inyector durante 48 horas antes de ser inyectada· al sistema 
cromatográfico y a 3 ciclos de congelación-descongelación. 

PROPUESTAS 
i i cipio para ·la cuantificación de 

1) Utilizar este m smo. pr n 1 tudio .. 'de bioequivalencia. 
Clortalidona en sangre total para e es ... ·:·» .. . . . • . . 

ibilldades :d.; combinaciones de 
2) Estudio a fondo de ·las pos ara. la:"lilllpieza··de. muestras 

los diferentes tipos de cromatoqra¡;ad¿s sensibles. en. los' cuales se 
biológicas con el .fin de ?btenei; m 0 la». muestra; •.se' . disminuyan 
elimine la manipulación · ex

1
ce;iiva de ;.tudios de farmacia .clínica. 

costos y que se piense en ut lizar en.e 
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