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ILa Clortalidona es un diurético de baja toxicidad y aceién
prolongada usado en la terapia de hipertensién arterial. Se
pretende realizar un estudio de bioequivalencia de comprimidos de
Clortalidona administrando una dosis de 50.0 mg.

RESUMEN

En este trabajo se desarrolld y validé un método analitico rapido,
sencille y barato para cuantificar Clortalideona en orina para ser
usado en dicho estudio de biocequivalencia. Con el dedarrollo se
obtuvo un método por Cromatografia de liquidos de Alta Resolucién
usando una columna en fase reversa (Cl18) y una fase mévil compuesta
por disolucién amortiguadora de fosfatos 0.01M:Acetonitrilo (80:20,
pH 7.0). La preparacién de la muestra obtenida consiste en la
extraccién selectiva de la Clortalidona y su estandar interno (2,7~
Dihidroxinaftaleno) de 1la orina por medio de un cartucho de
extraccién en fase sdélida con empagque quimicamente enlazado CN,
usando como disolvente de lavado agua. El andlisis se hace en linea
con ayuda de una valvula de conmutacisén de columnas, inyectando la
muestra al cartucho de 11mp1eza para su lavado Yy ! posterior
conmutacién a la columna analitica para su separacién y monitereo
al UV a 214 nm,

La validacién mostré que la Clortalidona se cuantifica|de manera
sensible, selectiva, lineal, exacta y precisa en el inéervalo de
0.1 a 20 ug/mL con: un- recobro mayor al 88% y que es \estable a
diferentes condiciones de almacenamiento. ‘

BUMMARY

Chlortalidone is a low toxicity and long action diuretic used in
the high blood pressure therapy. A bicequivalence study of 50.0 mg
Chlortalidone tablets is intended to conduct. |

A fast, easy and unexpensible analytical method was devéloped 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 Liquid Chromatography method using a reverse
phase analytical column (cis) and a 0.01 M Iphosphate
buffer:Acetonitrile (80:20, PpH 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 solid phase extract:ion cartridge filled with
chemically bonded CN support, using water to wash the sample. The
analysis is made on line with a column switching valve, injecting
the sample into the cleaning cartridge to wash it and then
switching to the analytical column to separate and to monitoring
the analyte by UV absorbance at 214 nm.

‘The validation showed that the CcChlortalidone is quantified in a
sensible, selective, linear, accurate and precise manner in the
range of 0.1 to 20 ug/mL with a recovery higher than 8s8% and, that
it is stable in different storage conditions.



INTRODUCCION

La Ley General de sSalud, en su articulo 222, dispone que 1la
Secretaria de Salud concedera la autorizacidén 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 Qe demostrar la eficacia es con un estudio de
bicequivalencia, en el cual se comparan dos productos, una
formulacién de prueba y una formulacién referencia, administrados a
un grupo de sujetos sanos voluntarios, y se miden las
concentraciones del fdrmaco o uno de sus metabolitos en un fluido
biolégico tal como sangre total, suero, plasma u orina.

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

La Clortalidona es un producto genérico clasificado dentro de 1la
categoria terapéutica como diurético de accién prolongada y baja
toxicidad. Para obtener la autorizacién 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 1la
Clortalidona en orina. El1 propésito de este trabajo fué el de
desarrollar un método gque fuera sencillo y rapido y validarlo de
acuerde a los criterios requeridos por organismos mundialmente
reconocidos.



CAPITULO 2
GENERALIDADES

1.1 QIORTALIDONA
1.1.1. Monografia

- Nombre Genérico:
Clortalidona

- Nombre Quimico

2-Cloro-5- (2, 3-dihidro-1-hidroxi-3-oxo-1H-isoindol<1-i1)- =
Bencensulfonamida. SRR : .

z-cloto-s-(1-hidrox1-3—oxo-1-1soindolini;)'béhcensulfdnqmida{
- Nombres comerciales @ : R :
Higrotén, Regrotdn, Higro-long e Hidrotbn.i

- Peso Molgcular M :

338.76
~ Férmula Condensada "

C34H11CIN;048



- Férmula Desarrollada 2 :

Figura 1.1. Clortalidona

- Andlisis Elemental @ ;

El andlisis elemental para la Cl

1.1

- Descripeién ¢V :

Téﬁiafll

oftéiidana se

Elemento’ . |77 Pe

Carbono

Hidrdgenoi,f

Cloro ;. :

Oxigeno -

Uesgféqgﬁ ia?iabia

La Clortalidona es un polvo bléncblo‘biahqo'amaéi;iento.



- Bolubilidaa ¢ :

La clortalidona se considera practicamente insoluble en agua, sin
embargo su solubilidad varia de acuerdo al pH debido a la formacién
de la sal, como se muestra en la Tabla 1.2. Es muy soluble en
disolventes tales como dimetilformamida,. dimetil sulféxido y
metanol, soluble en alcohol e insoluble en cloroformo y éter.

Tabla 1.2. Solubilidad de la Clortalidona en agua en funcién 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
19,60 i 0.597
10.00" : : . -1.201
10.10 : . 2,958 .
10.30 S 14,6980
"10,50 e e L5534
10.50 - . .9.911

- Intervalo de Fusidén @ :

El intervalo de fusién reportado para la Clortalidona es de 215 a
226°C con descomposicién, utilizando la técnica descrita en la
farmacopea de los Estados Unidos (Usp) . Por calorimetria
diferencial de barrido seé obtiene un punto de fusién de 214°C; no
se observa alguna endoterma de fusién al sobrecalentar, enfriar y
volver a calentar la muestra, debido a la formacién de un polvo
amorfo.

- Polimorfismo @ :

La Clortalidona presenta sélc una forma cristalina, ya que no se
encontraron polimorfos de ésta al ser recristalizada de
dimetilformamida/agua y analizada por rayos X y calorimetria
diferencial de barrido. . Lo



- Constante de Ionisacidn @

La funcién sulfonamida de la Clortalidona se considera 1la
responsable de la disociacién &acida, presentando un pKa de 9.36 en
agua, determinado espectrofotométricamente a 275 nm.

- Espectroscopia ¥ i

Ultravioleta.~- La Clortalidona presenta un maximo de absorcién en
aproximadamente 214 nm y un multiplete aromatico en

aproximadamente, 266, 275 y 283 nm como se nmuestra en la Figura
1.2,

0,96039+
0,78431'
0:56624 4
n.;:mlsi

" 0,19€08 4

ABSORBANCIA

0,06000

+ 200

LT s e T T g
Longitud de onda. (nm) =7
0,192609 " ‘ ; e
“0.15400

“o.tssed -

ABSORBANCIA

as T T 300 %0 - po
- Longitud de onda (nm) ’

Figura 1.2. Espectro Ultravioleta de Clortalidona cbtenido en un
Espectrofotémetro UV/VIS Hewlett Packard de Arreglo de Fotodiodos
modelo 8452A en una celda de cuarzo de 1 cm de longitud y a una
concentracién de Clortalidona de 10.0 ug/mL.
" A) Intervalo de 200 a 400 nm
B) de 244 a 400 nm.



jo: En la Figura 1.3 se muestra el espectro de absox‘cién,
en el cual se distinguen las siguientes bandas: ’

Tabla 1.3. Asignacién de Bandas de Absorcién al Infrarrojo de la

Clortalidona
Banda (cm'l) Intensidad Asignacién
3350 Media Estiramiento O-H
3255 . - |-  Media Estiramiento O-H
[*]
. Amida
Fuerte ~C=NH
'Fuerte Sulfonamida
- Fuerte Sulfonamida
Fuerte Flexién O-H
"Fuerte Estiramiento -Cl

:LU!’IAL!DD"A N xan

20 a0 -
SPRRIPR P &, AV . ENPPRINN &idy WSO

% Transmitancia
I !

. D T T E T T VR
4000 - BRO0 SECO EEOD 8400 EO0O 4600 4800 9400 4¥OS 490D 90D .”.-J“

Nimero de Onda (cm-1)

F:gura 1 3. Espectro IR de la Clortalidona cbtenido en una
dlspersion en Bromuro de Potasio en un espectrémetro IR con
Transformadas de Fourier Nicolett modelo 205



Espectro . de Masas: FEl espectro de Masas de la ‘Clortalidona se
muestra en la Figura 1. 4.

: | dl Lu'l.lllu”g "J_.“lly' -

8 e e 31} e N e s . " (11}
oE f o m/z .

ABUNDANCIA
4

Figura 1. 4. Espectro de’ Masas de 1a CIQrtalidona ut:.hzando
ionizacxén ,de Impacto de. Electrones, obtenido; én’ un equxpo Varian
N e MAT-112 ! E ARSI




Tabla 1.4. Asignacién de seiflales caracteristicas del espectro de..’
masas de la Clortalidona

Pico No deMmsa  Asignacidn

1 Jq0 Mt 2 {indica 1 Cloro)

2 338 M*{ION MOLECULAR)

3 32 M -OH

4 B  M'-HD-CI

5 239 M!-H,0- SONH,

6 177 NO ASGNADO
7148 o
8 130 : '_l{

9 104 @—csd

0 102 @—c;n’ R

e a étic : El espectro de resonancia magnética
nuclear de “H se muestra en la Figura 1. 5, utilizando TMS como
referencia interna, mostrandose también la asignacién de bandas en
la Tabla 1.5. Picos adicionales en el espectro son debidos a los
disolventes.
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Tabla 1.5. Asignacién de bandas de 1y

"} Multiplicidad

“‘Protones:

‘Singulete!
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F1gura 1 5. Espectro de RMN de la Clortalidona en DMSO con TMS como
referencia interna, obtenido en un instrumento JEOL FX 900.

SRR RARSS A
: ) o PPN

- gintesis y Purificacién @ :

El é&cido .3- amino-d-clorcbenzofenona-z-carboxilico se’ diazctiza, el .
cloruro  de ‘diazonio resultante se. pone: a: reaccionarien:fric 'con.”

‘didéxido de  azufre en &cido acético glacial ‘enpresencia:de:cloruro. - -
cuprico,  para. formar el clorurc de : 4-cloro-2'—carboxi-benzofenona-;‘,,

3-sulfonilo: (C).. Calentando .MC"-con- cloruro
el 3-cloro-(3'—cloro-sulfonil—4'-clorofenil)
alslada,y dlsuelta y . puesta’ a’ reaccionar:
presencia‘de etanol. Se elimina el disolvente:y el
residuo “con - HCl ~produce la clortalidona cruda,
recrlstallzada en etanol acuoso.fUS pat 3 055 90
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- Eatabilildaq - % 3.4 :

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

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

En 1983 Bauer J. y colaboradores 5 reportaron 2 productos de
degradacién de la clortalidona (I): el &cido 2-(3~aminosulfonil-4-
clorobenzoil)-benzoico (II) el 3-[(4-cloro=-3-
aminosulfonil) fenil]-1H-isoindol-1-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 cromatografico. La
preparacién de 1la muestra inveolucra extraccién con acetona,
evaporacién y reconstitucién del residuo en metanol acidulado. La
degradacién se produce en este ultimo disolvente y depende del pH,
de la cantidad de agua presente en la muestra y del tiempo de
exposicién.

Por otra parte. Sa'sa’ S. I. ¢ reporté en 1988 la obtencién de II
al reflujar I con hidréxido de sodioc al 20%. El1 método se
desarrollé con el fin de obtener un método selectivo para
clortalidona y atenolol en una formulacién que combinaba los dos
principios activos por cromatografia de liquidos.

En 1985 en un articulo reportado por Pandit N. K. y colaboradores‘s
se informa acerca de la formacién de éteres de I con alccholes, en
presencia de 4cidos inorgdnicos fuertes y especificamente con
metanol (IV).

Cabe mencionar que la USP XXII‘Y requiere la cuantificacién de II
como una prueba de limite de impurezas para la materia prima, bajo
el nombre de "Limite de &cido 4'-Cloro=-3'-Sulfamoil-2-benzofenona
carboxilico (CCA)".
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Figura 1.6. Productos de degradacién Reportados para la
Clortalidona

N\
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1.1.2. Frarmacologia
- Mecanismo de Accién (5/ 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 accién farmacoldgica es
similar. Su accién principal es aumentar la excrecién renal de
cloruro y sodio con el volumen de agua acompafiante. Aungque es
inhibidor débil de la anhidrasa carbdnica, el mecanismo de accidn
principal es la inhibicién del transporte activo de Na* y su ion
acompaiante (Cl17) desde los tubulos renales hacia la sangre, pero
la localizacidn precisa y el mecanismo por el cual se efectia
todavia no se conoce., Se ha observado, que no interacciona
directamente con la ATPasa dependiente de Na‘/K' aislada de células
renales, por lo tanto se sugiere gque inhibe a este sistema
enzimitico de manera indirecta actuando sobre una de las enzimas
que intervienen en las vias de sintesis de la ATPasa. Como 1la
sintesis de la ATPasa no se lleva a cabo solamente en tejido renal,
la accién selectiva sobre el transporte sédico renal se explica por
la acumulacidén del farmaco a este nivel.

Otra acciéa es la de producir un aumentc importante en la excrecién
de kt y Mg + y disminuir la excrecidn de 4acido wrico sin modificar
la excrecién de I~ y Br™.

Por ultimo, se ha visto que al inicio del tratamiento con
Clortalidona o farmacos relacionados se disminuye el gasto cardiaco
Yy el volumen sanguineo; pero con la terapia crénica el gasto
cardiaco se normaliza, la resistencia vascular periférica disminuye
Yy hay una reduccidén persistente del liquido extracelular y del
volumen plasmdtico, provocando asi un efecto antihipertensivo. Este
efecto es atribuido a la excrecién de sodio provocado por el
farmaco, aunque se ha sugerido que hay una accién sobre el misculo
liso artericlar con lo que se logra la resistencia vascular
periférica.

- Toxicidad y Efectos Adversos (6, 7),

La toxicidad de la Clortalidona a altas dosis provoca la depresién
del Sistema Nervioso Central. Se han presentado casos inesperados
de hipersensibilidad al farmaco manifestada como purpura,
dermatitis con fotosensibilidad, vasculitis necrotizante y
depresidén de los elementos figurados de la sangre.

El uso de este diurético puede provocar hipocalcemia, aumento del
nivel de 4cido urico en la sangre, aumento de la glucemia y
disminucién de la tolerancia a la glucosa y agrava cuadros de
insuficiencia renal y/o hepatica.
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- usos (8);

En la iniciacién 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 farmacos que
inducen la retencién de electrolitos y liquidos y en hipertensiodn.
En este ultimo caso es especialmente efectiva para potenciar la
accién y reducir la dosificacién de otros agentes hipotensores.,

- posificacién (8):

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

1.1.3. Bicaisponibilidad, rarmacocinética y Eliminacién.

La biodisponibilidad de 1la cClortalidona ha sido estudiada por
varios autores, reportandose en un estudio®™ 1los siguientes
pardmetros para 12 sujetos a los cuales se les administré una dosis
unica de 50 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
Parametros de Biodisponibilidad de la Clortalidona

Parametro Media * Desviacién Estandar
Area Bajo la Curva de ceroc a 336 ¢ 53
infinito (AUCg-jinf,mg Hr/Litro)
Constantf de Absorcidn " 0.253 + 0.170
(Ka, e st TR

COnstantI'e de Eliminacidn +10.010

(8, Hr

Cmax (mg/L)
Tmax ( Hr)’
Ty (Hr)

cantidad Excret:ada en orina de
0-120 Hr.:(mg) . S :
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Por otra parte, se ha reportado una fuerte unién del farmaco a
eritrocitos, asociado a la enzima anhidrasa carbdnica'™® ,
encontrandose que aproximadamente el 98% 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 albumina. Estos datos explican la gran vida
media de la Clortalidona.

La via de eliminacidn principal es por orina (del 30 al 60%) y la
fraccién remanente se elimina por higado ya sea por metabolismo o
excrecién fecal. Aun no se conoce la via metabdlica del farmaco
pero se ha reportado el &cido 4’-Cloro-3’-Sulfamoil-2-benzofencna
carboxilico (CCA) como metabolito encontrado en ratas, aungue no se
ha detectado en orina o bilis humana.

1.1.4. Aspectos Comerciales y Regulatorios.

La Clortalidona_es un farmaco catalogado como genérico en los
Estados Unidos!'™® Yy .esta registrado en el cuadro basico de
medicamentos en México'™ . En cuanto a su regulacién, su monografia
aparece en las Farmacopeas comunment~ utilizadas en nuestro pais,
comoc son: la de los Estados Unidos Mexicanos'' (FEUM), la de los
Estados Unidos'"” (USP) y la Britanicd'® (BP), tanto como materia
prima como en la forma farmacéutica de comprimidos.

Por otra parte, en el Libro de Especialidades Farmacéuticas
"pIM#®)  "libro especializadoe en dar informacién acerca de
medicamentos, laboratorios farmacéuticos, etc., se reporta un sélo
laboratorio que produce Clortalidona en comprimidos a una dosis de
50 mg en comprimidos combinada con otros farmacos
antihipertensivos comc el Atenolol, Oxprenolol y Reserpina. La BP
reporta para los comprimides dosis de 50 y 100 mg. En los Estados
Unidos el "Orange Boock"' de 1993, libro especializado en dar
informacién legal acerca de farmacos en el mercado, patentes,
regulacién de bioequivalencia, etc., reporta 18 laboratorios
productores de Clortalidona en comprimidos a dosis de 25 y 50 ng,
siendo el "Hygroton" producido por los laboratorios Rhone Poulenc a
una dosis de 50 mg, el producto innovador. Ademis reporta otros
comprimidos de clortalidona combinada con otros farmacos
antihipertensivos, como el Atenoclol, <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 1la
bioequivalencia de Clortalidona séla en comprimidos, se dispone de
una gquia de Biodisponibilidad Biofarmacéutica aprobada por la
oficina de farmacos y alimentos de los Estados Unidos (FDA) el 5 de
Julio 1983 y vigente hasta la fecha, la cual indica 1o
siguiente'® :

A) Estu@io dae Bicequivalencia
El estudio de Bioeguivalencia de la Clortalidona debe ser conducido

con un disefioc cruzado de dos vias, empleando por 1lo menos 20
sujetos. Los sujetos deben ser voluntarios varones adultos sanos y
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deben ser seleccionados con base en examenes 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 1les permite consunmir
alcohol por lo menos 48 horas antes de la administracién 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 produccién o un lote
producido bajo condiciones de produccién. 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 nL de
agua, después de un ayuno de una noche. lLos sujetos deben continuar
coniel ayuno por dos horas mas después de la administracisén de la
dosis.

Se deben obtener muestras de sangre a las 0 (justo antes de
dosificar), 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas y
colectar muestras de orina a las 0, 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 administracidén
del farmaco. E1_andlisis de todas las muestras debe hacerse_usando

u étodo_ especifico para la valoracidén del farmaco 0 e I3
Creomatografia de Gases o de L idos de Alt resién. alor:

e la Clorta O e as muestras de sa e se e e
tota o e lasma o _suero.

La presién sanguinea (sistélica/diastélica) debe monitorearse antes
del estudio y a los siguientes tiempos después de la dosis: 0, 0.5,
1, 2, 3, 6, 8, 12, 24, 48 y 72 horas.

El anédlisis estadistico de los datos debe incluir: el Andlisis de
Varianza de 2 vias considerando a la secuencia como un factor entre
sujetos (10 sujetos/secuencia) y a los productos come un factor
dentro de sujeto.

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

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

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

3. El estudioc de Biodisponibilidad in vivo de los comprimidos de 25
mg debe ser aceptable.

B) Guia de Disolucién
Firmaco: Comprimidos de Clortalidona

Estudio in vivo: Requerido
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Numero de Unidades a ser probadas: ° .. 12 '( del mismo lote
: usado en el estudio de

Biodisponibilidad in

vivo en el caso de

comprimidos de 25 mg )

Tiempos de Muestreo: 60 Minutos

Método:

a) Aparato: USP XX aparatoc II
b) RPM: 75

c) Medio: 900 mL de agua

d) Temperatura: 37°C

Especificaciones: No Menos de 70% en 60 Minutos.
C) Guia de Uniformidad de Contenido

Debe determinarse la uniformidad de contenido (UC) de 10 tabletas,
del mismo lote usado en la prueba de disolucidn, 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.

1.1.5 METODOS REPORTADOS PARA EL ANALISIS DE CLORTALIDONA EN
FLUIDOS BIOLOGICO8

Se han reportades algunos métodos para cuantificar Clortalidona en
fluidos bioldgicos, a continuacién se describen algunos de ellos en
orden cronoldgico.

~ Método 1 G 3

Este método fué publicado por Tweeddale y Ogilvie en 1974 para
determinar Clortalidona en orina, sangre total, bilis, plasma y
gldbulos 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 disolucién amortiguadora pH = S5 de &acido
citrico-fosfato de sodio dibasico 1 M y 25 mL de éter. Agitar
mecanicamente la mezcla por 10 minutos y dejar separar las fases;
decantar la capa etérea y colocar 20 mL de ésta un embudo de
separacién que contiene 2 mL de NaOH 2 N. Agitar mecénicamente la
mezcla por 5 min. y transferir la fase acuosa a un tubo de vidrio
con tapa de plastico.

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 (Aj;). Después de esto, regresar cada extracto a su
tubo, tapar e incubar a 97°c durante dos horas, dejar enfriar a
temperatura ambiente en un baiio de hielo. Finalmente determinar la
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absorbancia de cada muestra a 262 nm contra el blanco de reactivos
incubados (Az). La diferencia entre las absorbancias (Ay - A2) es
proporcional a la concentracién de Clortalidona en las muestras.

Determinar las concentraciones de las muestras contra una curva
patrén preparada de manera similar de 0, 5, 10 y 20 mg/L, teniendo
una referencia interna de 20 mg/L como control del recobro absoluto
y del proceso de desaminacién producide en la incubacién.

- Método 2 2 g

Método disehado por Fleuren y Rossum y publicado en 1978, el cual
reporta la determinacién de cClortalidona en plasma, orina y
glébulos 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 Gustavii®® por su alta
variabjlidad. Esta técnica utiliza el siguiente equipo:

Cromatografo de gases con las siguientes caracteristicas:

Columna: Columna de vidrio silanizada (1.8m x 3 mm DI)
empacada con SE-30 al 3% sobre Gas-~Crom Q (malla 80~
100) .

Temperatura: 270 °c para la columna, 320 °C para el puerto de :
inyeccién y 360 °C para el detector. .

Gases usados: Helio como gas acarreador a un flujo de 60 mL/min}'f'
hidrégeno y aire para el detector a un flujo de 30y
180 mL/nin respectivamente. S :

Detector: Detector Dual de Nitrdégeno (Detector "de Ioniza‘ciévn‘ :
: . de Flama Alcalina) con cristal de bromuro  de

rubidio. e
Inyeccidén: S uL.

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

‘Colocar la muestra en un tubo de ensaye, adicionar una disolucién
amortiquador de fosi atos pH 7.4, 0.067 M y el estandar interno
( 4-Cloro-N -metil- ~(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 organica a un tubo de
ensaye. La Clortalidona se extrae con hidréxido de sodio 0.1 M.
Transferir la fase acuosa a un tubo de ensaye adicionar hidréxide
de tetrabutilamonio 0.1 M, mezclar y agregar iodometano 0.75 M en
diclorometano. Agitar 20 min. con temperatura controlada a 50 °c,
centrifugar y transferir la capa orgénica a otro tubo de ensaye
evaporar a sequedad con flujo de aire a 40 °C. Al residuo adicionar
hexano y «colocarlo en bafic de ultrasonido, evaporarlo Yy
reconstituir el residuc en etanol para su inyeccidén al sistema
cromatografico.
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- Nétodo 3 % ¢

Eate método fué publicado por Guelen, Baars y Vree en 1980 con el
objeto de determinar a la cClortalidona en sangre total, plasma y
orina, usando Cromatografia de Liguidos de Alta Resolucién (CLAR).

En él se discute la falta de sensibilidad de otra técnica por
CLAR®® . La Técnica descrita en este articulo utiliza el siguiente
sistema cromatografico:

Columna:z Columna de acero inoxidable (15cm X 4.6 mm DI)
empa;:ada con Lichrosorb RP18 (tamafio de particula de
5 um) .

Detector: Detector de longitud de onda variable operado a 226
nm. :

Fase Movil: Acetato de sodio 0.01 M. en agua:acetohit:x-ilo

(400:100) a un flujo de 1.6 mlL/min.
Inyeccidn: 100 uL.

La preparacién de las muestras para sangre total Y orina descritas
son las siguientes: .

- Sangre total: Mezclar 0.1 nL de la muestra con 0.4 mL de acldo
perclérico 0.33 N a 4 ©c y agitar en un mezclador tipo. vértice
durante S5 min. Centrifugar la muestra a 2600 g por--5 min. e
inyectar al cromatdégrafo. .

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

Se reporta un porcentaje de recobro de la Clortalidona: en-: el
intexrvalo de concentracién de 1 a 10 ug/mL de 47.6 £ 2.7% en sangre
total y de 100 * 2 § para orina.

- Método 4 ©9

Este trabajo trata de la biodisponibilidad de la Clortalidona y: el
Atenolol en humanos en una formulacién con estos principios activos
en combinacién. Esti enfocado principalmente a la biodisponibilidad
de éstos y hace una breve descripcién del método de anadlisis, en el
cual se utiliza el siguiente sistema cromatografico:

Columna: Columna de 20 cm x 1/4" DE empacada con Spherisorb
OoDS (tamafio de particula de 10 um), para sangre.
Columpa de 20 cm x 1/4" DE empacada con Hypersil ODS
(tamafio de particula de 5 um), para orina.
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Detector: Detector de longitud de onda variable operado a 204
nm, para sangre.
Detector de longitud de onda variable operado a 220
nm, para orina.

Fase Mévil: -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.

Inyeccién: 20 uL.

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

Mezclar 1.0 mL de la nuestra con 80 ulL del estandar interno,
adicionar 1.0 mL de disolucién 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 1 nL de hidéxido de sodio 0.1 M. Agitar la mezcla
por 10 min. y centrifugar para separar las fases, eliminar el éter
dietilico y adicionar 1 mL de fosfato de potasio monobasico 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 organica y evaporar a
sequedad bajo corriente de nitrégenc. Redisolver el residuo en 400
4L de metanol:agua 50:50 para inyectarse al sistema cromatografico.

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

- Método 5 V3

Este método sdlo se describe brevemente en un estudio ge
biodisponibilidad de Clortalidona en una publicacidén hecha en 1982
por Rogers L. y colaboradores, en la cual se determina 1la
Clortalidona en sangre total y orina usando CLAR. El sistema
cromatografico utilizado en este articulo no se describe, sdélo que
se utilizé deteccién 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 precisién de 5.0% y 6.6% respectivamente.

La preparacién 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 bafo de ultrasonido por 5 min, y entonces
mezclar con acetonitrilo gque contiene el estandar 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 inyectade al sistema

cromatografico.
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- Orina: Se procesa igual que la sangre total, excluyendo los pasos
del baifio de ultrasonido y 1la centrifugacién y utilizando
Senobarbital sédico como estandar interno.

- Nétodo 6 O

Este método fué publicado por Rosenberg, Lam y Dorsey en 1986, con
el objeto de determinar la Clortalidona en sangre total usando CLAR
Yy en ést%‘ sg‘ habla del pobre recobro de otras técnicas reportadas
por CLAR®H 38 | 1a mécnica descrita en este articulo utiliza el
siguiente sistema cromatografico:

Columna: Columna de acero inoxidable (30 cm x 4.6 mm DI)
gmpacada con uBondapak RPCN (tamaio de particula de
0 um).

Detector: Detector de longitud de onda variable operado a 214

Fase M6vil: tetrahidrofurano:acetonitrilo:agua (2.0:0.5:97.5)

conteniendo fosfato de dibutilamina ajustado a un pH
de 5.0 con hidréxido de sodio 2 M y operado a un
flujo de 2.5 mL/min.

Inyeccidn: 25 uL.
La preparacién de las muestras es la siguiente:

Mezclar una alicuota de 160 ulL de la muestra con 480 uL de una
disolucién acuosa de sulfanilamida (estandar interno). Agitar 1la
mezcla y colocarla en un baiic de ultrasonido por 15 min. Adicionar
6 mlL de acetonitrilo y colocarla en bafio de ultrasonido por 15 min.
Depués, centrifugar por 10 min a 4 °C y decantar el sobrenadante a
un tubo limpio para evaporarleo a sequedad en un bajo de agua a 40
C bajo corriente de Nitrégeno. Reconstituir el residuo en 80 uL de
fase moévil e inyectar al cromatdégrafo.

Se reporta linealidad entre 0.20 a 5.27 pg/mL con un porcentaje de
recobro de la Clortalidona de 86.1 t 5% con una exactitud relativa
de t 5.0% y una precisién del 7.7% en el peor de los casos.

- Método 7 7 ;

Método publicado por Muirhead y Christie en 1987 para cuantificar
Clortalidona en sangre total usando CLAR. Se discute, entre otras
cosas, gue el recobro de las técnicas descritas por Rosserznl;aerg Y por
williams usando CLAR y precipitacidén con acetonitrilo®’: 3% ° no es
bueno, ademis menciona que la técnica publicada por MacGregor y
colaboradores!*?? presenta una preparacién de la muestra laboriosa.
La Técnica descrita en este articulo utiliza el siguiente sistema
cromatografico:
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Columna: Columna de acero inoxidable (25 cm x § mm DI)
: igpacha con Lichrosorb RP18 (tamafo de particula de
um) .
Detector: Detector de longitud de onda variable operado a 214
nmo.

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

Inyeccidn: 25 uL.
La preparacién de las muestras es la siguiente:

Mezclar una alicuota de 200 ulL de la muestra con 200 uL de &cido
Perclérico 0.33 M en un tubo de vidrio y colocarlo en bafic de
ultrasonido por 5 min. Neutralizar la mezcla con 500 uL de
disolucién amortiguadora de fosfato de sodio e hidréxido de sodio,
para después adicionar una disolucién acuosa de Probenecid
(estdndar interno). Extraer las sustancias de interés de la mezcla,
con 10 mL de metil tert-butil éter por agitacién horizontal durante
15 min seguida de centrifugacidn a 3000 g por 10 min. Transferir la
fase orgdnica a un tubo limpio para evaporarla a sequedad en un
bafic de agua a 45 ©9c bajo corriente de aire comprimido.
Reconstituir el residuc en 200 uL de fase mévil e inyectar al
cromatografo.

Se reporta linealidad entre 0.312 a 2.5 ug/mL con un porcentaje de
recobro de la Clortalidona entre 90.4 y 94.5% con una exactitud de
+ 2.8% y una precisidn del 8.4% en el peor de los casos.

- Método 8 “V ¢
Método publicado por Fullimfaw, Bury y Moulds en 1987, para buscar
nueve diuréticos excretores de potasio en orina por CLAR. Ila

técnica descrita en este articulo utiliza el siguiente sistema
cromatografico:

Columna: Colunna de acero inoxidable (25 om x 4 mm DI)

empacada con Lichrosorb RP18 (tamario de particula de
5 um).
Detector: Detector de arreglo de fotodiodos operado de 210 a

400 nm y monitoreando a 271 nm.

Pase Mévil: Disolucién amortiguadora de fosfatos 0.01M pH 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.

Temperatura: 50 °c para el sistema cromatografico.

Inyeccidn: 5 uL.
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La preparacién de las muestras es la siguiente:

Adicionar una alicuota de 2 nL de 1la muestra, 2 mL de fosfato de
sodio monobadsico 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
orgénica a un segundo tubo que contiene 5 mlL de fosfato de sodio
dibasico 0.1 M pH 7.5. Agitar 2 min y centrifugar como se describe
anteriormente. Transferir la fase orgdnica a un tubo limpic para
evaporarla a sequedad en un baiio de agua a 60 °C bajo corriente de
nitrégeno. Reconstituir el residuo en 100 ulL de acetonitrilo al 35%
en disolucidén amortiguadora de fosfatos 0.01M pH 3.0 en agua e
inyectar al cromatdgrafo.

No informan cuantificacién de muestras, sdélo la bisqueda de los
diuréticos en pacientes y voluntarios y un estimado de 1la
concentracidon. Se reporta un porcentaje de recobro de 82 + 2.3% a
unz/a Eoncentracién de 10 ug/mL y un limite de cuantificaciéon de 0.5
Kg/mL.

- Método 9 2 g

Método publicado por Song-Ja, Hee-Soo Pyo, Yun~Je Kim, Mi-Scok Kim
y Jongsei Park en 1987, para buscar diuréticos en orina, ya gque se
consideran como farmacos de abuso en los deportistas. La busqueda
se hizo con CLAR equipado con detector de arreglo de fotodiodos y
comprobacién con CG acoplado a un espectrémetro de masas. La
técnica descrita en este articule utiliza los sigquientes sistemas
cromatograficos y etilteofilina como estdndar interno:

CLAR:

Colunmna: Columna de acero inoxidable Hypersil-oDS (100 mm X
4.6 mm DI, tamafio de particula de 5 um).

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

Fase M6vil: Disolucién amortiguadora de fosfatos:.pH 6.8 ‘erg
agua:acetonitrilo con un flujo de 1.0 mL/min,
utilizando inicialmente 4% de acetonitrilo,
incrementando la cantidad a 35% a los 10 min, al ‘45%
a los 15 min y al 60% a los 18 min. W

Tehperatura: 40 °Cc para el sistema cromatografico.

Inyeccidén: 5 wL.

CG: . R )

Columnas Columna capilar de silica fundida‘ cubierta con

metilsilicona “cross-linked" (SE-30;..16.m.'x 0.2 mm
DI, 0.33 pm de grosor de pelicula).ii-
B P BT
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Temperatura: 200 °c inicialmente para la columna, después Se
incrementé a 15%/min hasta 280 °c, a 10 °C/min
hasta 300 °c, permaneciendo asi durante 1.20 nin,
incrementandola a 20 ©9c/min hasta 320 ©°C y
finalmente manteniéndola asi durante 2.00 min. El
puergo de inyeccién y la linea de transferencia a
290 ¢, y 200 °c para la fuente de iones.

Gases usados: Helio como gas acarreador a un flujo de 0.9 mL/min.

Detector: Espectrémetgo de masas operado a 70 eV usando modo
de exploracidén y en monitoreoc de ién seleccionado
("sIM") .,

Inyeccidn: 2 uL operado en modo de "split" (1:10).

la preparacidén de las muestras es la siguiente:
Extraccién liquido~liquido (ELL):

Mezclar una alicuota de 5 mL de la muestra con 15 uL de est&ndar
interno, ajustar el pH con 0.1 g de amortiguador sélido de fosfatos
[pH 5, KH3PO4; pH 7, KHpPO4/K3PO4 (1:1); pH 9, KyHPO4: pH 11,
KyHPO4/K3PO4 (3:1)], y adicionar 0.5 g de sulfato de sodio anhidro,
agitar en mezclador tipo vértice y adicionar 5 mL de dietil éter.
Agitar mecdnicamente durante 10 min y centrifugar a 25009 por 5
min. Transferir la fase orgdnica a un tubo limpio para evaporarla a
sequedad en un evaporador de vacio rotatorio. Reconstituir el
residuo en 200 ulL de metanol, filtrar a través de un poro de 45 um
e inyectar al cromatdgrafo.

Extraccién liquido~scélido (ELS):

Acondicionar un Cartucho Sep-pak C18 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 estdndar 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 coleccién con 3 porciones de 2 mL de éter
etilico y 2 mL de metanol. Evaporar la fraccidén orgdnica a sequedad
en un evaporador de vaclo rotatorio. Reconstituir el residuo en 200
ul, de metanol, filtrar a través de un poro de 45 um e inyectar al
cromatdgrafo.

Derivacidn:

Evaporar a seguedad la muestra extraida con EIS, y recontituir el
residuo en 200 uL de acetona, adicionar 20 uL de yoduro de metilo y
100 mg de carbonato de potasio, calentar a 60 ©¢ por 2 hr e
inyectar al cromatégrafo. .

Se reporta que el método es adecuado para la identificacién de la
Clortalidona: una buena linealidad entre 0.2 a 20.0 ug/mL a una
longitud de onda de 220 nm; un porcentaje de recobro.de: 73.5.% 2.4
% a una concentracién de 10.0 pg/mL con ELS. Con ELL de’ 70.7 t 2.9
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apH 5, 100 £ 2.0 ¥ apH 7, 94.3 + 4.9 $ apH 9, y 76.8 £ 4.1 % a
PH 11 y un limite de deteccidn de 0.2 ug/mL. No reportan datos de
exactitud ni precisidén, pero si los resultados de la cuantificacidn
utilizando ELS en sujetos que recibieron 50 mg de Clortalidona.

1.2 METODOS ANALITICOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS

}_bf'l' Cromatogratia de Liquidos de Alta Resolucién (17, 18, 19,

Muchos estudios para la obtencidén de la licencia de mercadeo de un
producto farmacéutico, ya sea para una hueva identidad quimica o
para una formulacién alternativa de un producto existente,
contienen datos farmacocinéticos; estos datos usualmente son los de
concentracién en sangre contra tiempo. Otro tipo de datos, como las
concentraciones urinarias, se presentan ocasionalmente.

El interés de la cromatografia en el andlisis de fArmacos se puede
ver desde los afios cincuenta, aplicdndose desde entonces para
sequir la sintesis de farmacos, asegurar su pureza, establecer la
estabilidad de formas farmacéuticas para  conocer su vida de
anaquel, etc. Un enfogue diferente ocurrié en los setentas cuando
la instrumentacién, particularmente en la cromatografia en colunna,
incrementé la sensibilidad abriendo la posibilidad de valorar
compuestos en fluidos bioldgicos, los cuales hasta entonces eran
mruy dificiles de analizar.

Analizando las referencias acerca de la aplicacidén de 1la
cromatografia a diferentes compuestos, es obvio que el primer lugar
lo ocupa la cromatografia de fdrmacos. Dentro de éstos, la mayor
atencién esta enfocada a la Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucidn (CLAR) seguida por la Cromatografia de Gases (CG) y la
Cromatografia en Capa Delgada (ccD). La mayor atencién ha sido
hacia las aplicaciones de técnicas en métodos usados para estudios
bioclégicos (Métodos Bioanaliticos).

La CLAR es preferible sobre otras técnicas: tales como 1la
espectroscopia UV o de Fluorescencia, ya que éstas: ultimas no son
lo suficientemente selectivas; en cuanto a . la  CG, aunque estd
reportado que es mas sensible su capacidad de deteccién, tiene el
inconveniente de gque muchos farmacos ' son: .inestables a la
temperatura y por lo tanto es necesario derivarilasimuestras; las
técnicas de inmunoensayo muchas veces ‘carecen:iide electividad
aunque son mis rapidas y de facil manejo en-forma tinaria.

En la actualidad, se utiliza principalmente:la® CLAR‘en-fase reversa
para los métodos biocanaliticos. .8e .. emplean:columnas comerciales
rellenas con empaque de 5-10 "micrones:de ;tamafio. de . particula,
generalmente con fase quimicamente_ enlazadaC8 0:C18; seguida de la
cromatografia de intercanmbio ‘iénico:y  por“ultimo la cromatografia
de fase normal. En cuanto'a fases ‘méviles, en la mayoria de los
casos se utilizan disolucionesacuosas ‘amortiguadoras, disolventes
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orgdnicos como metanol y acetonitrilo y aditivos tales como
heptansulfonato de sodio, etc.

Una parte importante de la CLAR en el monitoreo de farmacos son 1os
detectores. Desde el inicio de los setenta, se utilizé la absorcicn
en el UV a 254 nm introduciéndose mas tarde detectores de longitud
de onda variable, los cuales permiten el monitoreoc a longitudes de
onda donde el farmaco absorba mas y asi aumentar la sensibilidad.
Desafortunadamente en muchos casos los farmacos tienen su mdximo
entre 200-230 nm, resultando en un decremento de su selectividad
debido a que muchos comp tos ddog >s 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 simultaneamente en un
microprocesador, donde posteriormente puede ser manipulado de
diferentes maneras, ya sea para la identificacién y verificacién de
pureza del pico o para la obtencién de multiples cromatogramas a
diferentes longitudes de onda, lo cual maximiza la deteccidén o
minimiza las interferencias.

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

Los detectores electroquimicos 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© polarograficos. Son altamente sensibles,
selectivos y trabajan en medios acuosos (aplicables en fase reversa
e intercambio idnico), pero para su uso reguieren de condiciones
experimentales estrictamente constantes tales como flujo, PpH,
fuerza idnica, temperatura, etc.

En la actualidad el acoplamiento de cromatografia de liquidos-~
espectroscopia de masas (CL-EM) es una herramienta usada en los
estudios farmacocinéticos. Desafortunadamente es caro y no
facilmente utilizable por 1los problemas de vaporizacién del
eluyente, compuestos termolabiles y la presencia de lastres no
volatiles lo cual no lo hace popular.

Otra manera de aumentar la sensibilidad en CLAR es la derivacion,
ademds de aumentar 1la selectividad y la posibilidad de  1la
separacién de enantidmeros.

Los agentes para derivar usados en UV y fluorescencia. mads comunes
son el cloruro de dansilo, o-ftaldehido, fluorescanina,
trinitrobenceno, etc., los cuales son adecuadas para compuestos con
funciones nitrogenadas. De los procedimientos mas recientes, es el
uso de formadores de par idénico fluorescentes (p. e.: el  sulfato de
a-fenilcinamonitrilo). E1 pH optimo para la deteccién no es
necesariamente el éptimo para la.separacion, no obstante, para este
fin se puede utilizar la derivacién post~columna. .
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También se han reportado procedimientos de derivacién para producir
moléculas electroactivas a partir de moléculas electroinactivas las
cuales pueden ser monitoreadas por un detector electroguimico. Por
ejemplo, se ha reportado el uso del o-ftaldehido para aminas
primarias y complejos de metalditiocarbamatos para anminas
secundarias.

Todos los tipos de derivacidn 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 resolucidén del farmaco y
sus metabolitos. El uso de sistemas multicolumnas permite la
derivatizacidén mds rdpida pero incrementa el costo del equipo.

Otra 4&rea de interés en farmacocinética es la separacién de
farmacos Spticamente activos, ya que estd bien demostrado que éstos
se comportan de manera diferente en el organismo. En general, la
separacion de enantidmeros se lleva a cabo de tres maneras: por el
uso de columnas con fase estacionaria quiral, por la adicién de
compuestos quirales a la fase mévil o por reactivos quirales antes
de la cromatografia.

Actualmente ya se dispone de columnas quirales comercialmente pero
son limitadas en su uso. La derivatizacién con reactivos quirales
es la mds popular pero presenta la desventaja de que puede ocurrir
cierto grado de racemizacion, 1la reaccioén tiene diferentes
velocidades dependiendo del estereoisémero, etc.

Ootra 4rea en la que se estd estudiando la CLAR para métodos
biocanaliticos es 1la miniaturizacién, 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
biolégicas.

1.2.2. Limpieza de Muestras (17: 20, 21, 22)

la preparacién de las muestras biolégicas para ser analizadas por
cromatografia requiere de mucha atencién ya gque una 1limpieza
inadecuada puede provocar una falla en el andlisis; muchas veces
esta parte del método bioanalitico requiere de mids tiempo que la
separacién cromatografica de la muestra por si misma.

La preparacion de la muestra involucra la extraccién del farmaco a
probar y/o de sus metabolitos del material bioldgico y 1la
simplificacién del extracto obtenido removiendo impurezas que
pudieran interferir con el sistema cromatografico y disminuir 1la
vida de la columna analitica. Esta parte se denomina limpieza de la

muestra.

para la extraccidén del farmaco de la matriz biolégica uno se debe
de guiar por sus propiedades fisicoquimicas, por ' la matriz
biolégica en si  (plasma, suero, sangre total, orina, tejidos,
semen, etc.) y por la manera en gue podemos encontrarlo (esto puede
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ser libre, unido a eritrocitos, unido a rotejinas, lipoproteinas en
presencia de metabolitos e 1nc]'.usive conjpugadés) . ' pop

La técnica mds sencilla es la dilucién directa de la muestra e
inyeccién al eistema cromatografico. Esta técnica es usada pero
presenta el inconveniente de deterjorar rapidamente a la columna.

En la mayoria de las técnicas utilizadas reportadas en el pasado,
la extraccién y purificacién del extracto se hace utilizando
disolventes organicos y ajuste del pH. Tales procedimientos
usualmente requieren de reexfraccién, centrifugacién y evaporacién,
lo cual consume demasiado tiempo. Adicionalmente, se pueden
presentar problemas en la extraccién 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 voladtiles o la extraccidn de
pares de iones «con . un contraidén, por ejemplo el ién
tetrabutilamonio.

Por esas razones, actualmente una técnica que ha ganado popularidad
para la limpieza de las muestras es la extraccién en fase sdlida
(extraccioén sdélido-liquido, ELS), en la cual se utilizan pegquefias
columnas empacadas con un sorbente, generalmente en fase reversa
quimicamente enlazada o «con sorbente en fase normal o
intercambiadores de iones. Estoc puede hacerse de manera mahual o de
manera automdtica en grandes series de muestras.

El procedimiento general para el uso de la extraccién en fase
sélida es el siguiente:

- Solvatacioén o humectacién de la fase.- Debido a que las
columnas son empacadas secas, es necesario humectar la fase
estacionaria para permitir la interaccién con matrices acuosas,
esto se hace generalmente haciendo pasar un disolvente tal como
metanol o acetonitrilo.

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

- Adicion de la muestra.- La muestra se adiciona directamente a
la columna. Si es necesario, previamente se precipitan 1las
proteinas con un precipitante adecuado o se filtra la muestra o se
ajusta el pH de ésta. El objetivo es que el fdrmaco se retenga
fuertemente en la columna. R

- 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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- Elucién.~ Los compuesto de inters 1 : :
un disolvente apropiado, sin osibl Interterenciag, y s colectan
para su posterior analisis. P s 1nterferenci§s, Y s colectan

En la Figura 1.7 se muestra un diagrama general de la extraccién en

C D
% %

Figura 1.7. Limpieza de muestras utilizando los cartuchos de
extraccidon en fase sélida :

A

0

A = Solvatacién y Acondicionamiento del Cartucho
B = Adicidn de la Muestra
¢ = Lavado
D = Elucidén
Donde:
| = Interferencias
® = Compuesto de Interés

Actualmente las técnicas de limpieza en linea usando la conmutacidn
de columnas (switching column) han ganado gran popularidad. En
general, la técnica se lleva a cabo utilizando una valvula 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 1los
contaminantes se eluyan durante tiempo determinado; por otro lado,
se hace pasar a través de otros puertos la fase mévil a la columna
analitica (Figura 1.8A). Transcurrido el tiempo de 1lavado, la
vdlvula se hace girar de tal manera que el flujo fase movil se hace
pasar a través del cartucho, arrastrando la muestra hacia 1la
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columna analitica, para realiz v
andlisis (Figura 1'.88). ar l1a separacién. y su ?oéterior

CARTUCHO DE Landd)

_la 1»4.9l‘ 2 5

OOLUMNA ANALITICA
_ DETECTOR .

ELUENTE

ELUENTE DE
BOMBA 1 DESECHOS soreaz  ELENIRD

CARTUCHO DE LAVAD@ i
B A -|[5149)
ELUENTE “ DETEGTOR
INYECTOR
=] VALVULAIDE INTERCAMBIO
o | e
_ELUENTE DE
BOMBA! DESECHOS BOMBA 2 CAADO
FIGURA 1.8
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 utilizad alisi
ultrafiltracién, P P zadas son la dilisis y

1.2.3. validaciém (20, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29)

En la parte 320 del C6digo 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 detgrminar la
concentracidn del farmaco o sus metabolitos en fluidos biolégicos o
productos de excrecion o el método usado para medir un efecto
farmacolégico agudo debe mostrar gque es exacto y lo suficientemente
sensible para medir con precisién adecuada la concentracién del
fArmaco o sus metabolitos.

Desde la década de los ochenta se ha reportado que una de las
fallas mds frecuentemente encontradas, y por la cual se han
rechazado solicitudes para la venta de farmacos, es una inadecuada
validacién 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 consenses Y en un futuro establecer guias para la
validacién de métodos bioanaliticos, con el objetivo de demostrar
que dichos métodos para la cuantificacién de un compuesto (farmaco,
metabolito o derivado) en una matriz bioldégica dada son confiables
para la determinacion que se intenta.
Haciendo una revisién de lo anterior (23 28, 29) podemos decir que
la validacién se lleva a cabo en dos fases:

- Fase de Establecimiento del Método, también llamada validacidn in
vitro o validacién previa al estudio de Biodisponibilidad y/o
bicequivalencia:

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. E1
procedimiento del me&todo debe ser detalladamente escrito y cada
paso investigado para concluir su uso en un informe final de
validacién. lLos pasos generales son los siguientes:

Especificidad
Es la demostracion que el método puede diferenciar al compuesto de

interés de metabolitos, compuestos endégenos de la matriz.bioldgica
y productos de degradacidn conocidos. Esta se puede. establecer por

lo siguiente:

a) Probar por lo menos seis fuentes _iqdependientes‘ de '1; ~misma
m;triz biofzgica {cuando hay disponibilidad de ésta) ;verificando
gue no se presente interferencia alguna, e 8 :
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b) analizando metabolitos (si se cuenta con ellos) con la técnica
propuesta o bien analizando muestras de sujetos que recibieron el
fa;-ixgcci) t;e interés para comprobar que no interfieran con el
analisis y,

c) verificando gque los productos de degradacién del compuesto de
interés no interfieran al ser analizados con la técnica propuesta y
cudles farmacos gque podrian ser administrados en terapia conjunta
interfieren con éste.

ervalo uncion Respue:

El intervalo lineal es aquel sobre el cual el compuesto de interés
serd determinado. Se basa en la evaluacién de muestras patrdn en el
fluido a analizar, las cuales definen la curva de calibracién
(curva patrén). Esta debe constituirse tipicamente por 6-8 puntos
de calibracién (excluyendo blancos e incluyendo la concentracidén
minima cuantificable) y ademas definird la funcién lineal que es la
que nos indicard la relacién concentracién-respuesta. Para métodos
cromatogriaficos se espera una relacién lineal simple y con métedos
inmunoldgicos, una relacidén 1lineal utilizando datos logaritmo
transformados.

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

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

b) la calidad del ajuste, al obtener la concentracidn 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 precisién y exactitud.

Esto se evalua con las curvas patrén generadas en cada prueba de
exactitud y precisiodn.

Exactitud y Precision

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

La precisién se define como la cercania de resultados
experimentales de la valoracién de un _férmaco determinados
replicadamente. Puede ser subdividida en precisién dentro de un dia
(precisién intradia o repetibilidad) y precision - entre. dias
(reproducibilidad o precisicn interdia), es expresad; comunmente
como coeficiente de variacidn (CVj). .

Esta prueba se determina cuantificando sobre . una: -curva . patrén
recj.énp preparada, muestras adicionadas a. por.. lo-" menos tres
concentraciones del intervalo lineal (baja, media y alta). de.manera
azarizada, minimo por duplicado durante tres dias p‘ara,esﬁtablecer
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la precisién interdia y minimo

por quintuplicade en un dia para
establecer 1la precisiéh intr
recomendados son: adia. Los pardmetros a .eyaluarﬁ

a) La exactitud debe estar dentro del intervalo de + 15% del valor
real (:+ 20 % para la concentracién minima cuantificable) . Y,:~ .

b) la precision intra e interdia debe ser menor al 15% de CV (menor'
al 20 § para la concentracidén minima cuantificable). : G

Sensibilidad

Esta parte define a los términos de 1imi 6
Tl Torte define s de limite de cuantificaci n'y

Limite de Cuantificacién: es ‘la concentracién -mas  baja del
intervalo 1lineal que puede ser determinada con‘»exactitud y
precisidén adecuadas. Se determina analizando la ‘' concentracién
minima a cuantificar, la cual debe cumplir con :los. criterios:antes
mencionados (+ 20% para exactitud y menos del :20%::d
precisién).

Limite de Deteccién: es la concentracién: mas baja que ' puede " ser
detectada, pero no precisamente  cuantificada:::eni: u método  de
analisis. Normalmente se evaluia haciendo diluciones;d a‘muestra y
analizandola para determinar la concentracién:queiproduce una‘sefial
con una relacién de 2 a 4 veces el nivel. deliruido. .

Eficiencia de Extraccidn

Es la cantidad extraida del compuestéaﬁé
interno, si es usado, de la matriz biolégica

';esténdar

Cominmente se determina procesando y ‘analizando.:: respuesta
obtenida de muestras adicionadas a la matriziibioldgic -diferentes
concentraciones dentro del intervalo lineal: ;comparandolas contra
soluciones del compuesto en un disolventeadecuado”y. que no han
sido procesadas, expresandolas en porcen SO A

No hay especificacidén para esto, pero:is eseai. que - ‘el".recobro no
sea menor al 50% para no comprometer laisensibilidad:y:si cercanas
al 100%, ademds de gue sean constantes en-el’ intervalo estudiado.

Estabi}lidad.

Se debe de asegurar la 1ntegridad del . farmaco desdeila toma de
muestra hasta su anélisxs, unarmanera de probarlo s la.s8iguiente:

a) Preparar una serie de’ muestras adicionadas a - concentraciones
dentro del intervalo de interés, procesarlas y" cuantificarlas a las
0, 24, 48, ... horas,-almacenadas:a las condiciones del” aboratorio

y observar su comportamxento,ll :
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b) analizar muestras -adicionadas a conce

s ntraciones dentro del
intervalo de interé‘s las cuales se procesan después de haber sido
sometidas a 2 6.3 ciclos de congelacién-descongelacidn y,

c) establecer la estabilidad del compuesto de interds en la matriz
bioldégica en muestras -adicionadas a concentraciones dentro- del:
intervalo de interés, .0 bien sobre muestras reales, en temperaturas
normales de almacenamiento (0, 1, 2 y 3 semanas de ~5 a -10 °C é.0,
1, 2, ....6 meses de ~-20 a =40 °C). '

El criterio de aceptacién usado se basa en los mencionadosﬂbpara
exactitud y precisidn. .
- Fase de Aplicacién del Método, también llamada validacic’uil‘in ivo
o validacién durante el estudio de Biodisponibilidad: y/o
biocegquivalencia: L :

Esta fase es hecha durante la utilizacién de un. método en un

egtudio particular., En general 1los puntos a ' cub
siguientes: .

Adecuadibilidad del Sistema.

Son pruebas rutinarias hechas con el farmaco y ei.equipo utilizade
para asegurar la operacidn éptima del sistema, .- : SR

Intervalo Lineal y Funcién Respuesta

Para cada corrida analitica se debe preparar una-icurva. patrén
fresca, ya sea séla o por duplicado y debe: de.cubrirfel’intervalc
lineal estudiado en la fase anterior. Estas curvas:‘deben cumplir
con lo mencionado para el punto andlogo en la validacidn:previa.

Exactitud y Precisidn.

Se establece con muestras adicionadas del compuesto- de interés en
la matriz biolégica a por lo menos tres concentraciones 'conocidas
que se procesan ninimo por duplicado y se analizan de .manera
azarizada y periédica dentro de cada corrida analitica. Estos
puntos deben cumplir con el criterio de aceptacidén de'exactitud y
precisién para el total de estas corridas. .

r:-son: los

Cabe mencionar gque estos puntos de control de calidad se utilizan
como criterio de aceptacidn 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 concentracidn) pueden caer
fuera del + 20% del valor real". SR

Por ultimo algunas fuentes sugieren como parametro de precisidn el
reandlisis azarizado del 15% del total de muestras,  las.cuales al
ser comparadas con la cuantificacién original no.deben dj.ferlr por

mas del 15%. .



36

1.3 BIOEOUIVALENCIA
1.3.1. Generalidades (23, 25)

La biocequivalencia es un aspecto re

gulatorio muy importante para la
venta de productos farmacéuticos en los Estadosy Unfdos y cagadé, Yy
en México estd tomando mucha importancia, tanto por razones éticas
como legales. Para mejor entendimiento de 1la bioegquivalencia
definiremos los siguientes teérminos:

-La l?iofarmacia es la rama de las ciencias farmacéuticas que
estudia la relacidn entre las propiedades fisicoquimicas de la
forma de dosificacién del medicamento y la respuesta terapéutica
observada tras su administracidén. Una parte de ésta es la llamada
biodisponibilidad, que es la relacién y extensién en 1la que un
principio . activo © entidad terapéutica es absorbida desde un
ggoducto farmacéutico y es disponible en el sitio de accién del
rmaco.

-Un producto farmacéutico es una forma de dosificacién terminada,
por ejemplo, tableta, capsula, o disolucién, que contiene el
ingrediente activo, generalmente, pero no necesariamente,  en
asociacidén con ingredientes inactivos. ! R

-Los equivalentes farmacéuticos son productos: . gque  contienen
cantidades idénticas del principio activo, por ejemplo, ‘la misma
sal o éster de la misma entidad terapéutica,  en’i formas de
dosificacién idénticas, pero no necesariamenteiiconteniendo. los
mismos ingredientes inactivos, y que cumplen?los® mismos -patrones
compendiales u otros necesarios de identida dosis;i:calidad y
pureza, incluyendo potencia y, cuando sea‘aplicable, uniformidad de
contenido, tiempos de desintegracién y/o:velocidades de disolucién.

-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 sSea los mismos o sus propios patrones
compendiales u otros aplicables de identidad, dosis, calidad y
pureza, incluyendo potencia y, cuando sea aplicable, tiempos de
desintegracién y/o velocidades de disolucidn.

-Los productos farmacéuticos bioequivalentes son eguivalentes
farmacéuticos o alternativas farmacéuticas las cuales no muestran
una diferencia significativa en la cantidad y velocidad de
absorcién cuando se administra en la misma dosis molar la entidad
terapéutica bajo condiciones experimentales similares, ya sea en
dosis unica o miltiple. Algunos equivalentes farmacéuticos o
alternativas farmacéuticas pueden ser egquivalentes en la - extension
de su absorcidn pero no en su velocidad de absorcién  y aun ser
considerados bioequivalentes porque tales diferer_lcias en la
velocidad de absorcidn son intencionales y estian sefaladas en la
etiqueta, no son esenciales para el logro de la concentracién
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efectiva del farmaco en el cuer

PO en uso crénico © son
consideradas insignificantes médicam !
farmacéutico en particular. ente para el producto

- El1 requisito de Biocequivalencia es un requisito de las
autoridades sanitarias para pruebas in vitro y/o in vivo de
productos farmacéuticos especificados el cual debe ser satisfecho
para su mercadeo,

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

La biodisponibilidad es comunmente asegurada por una serie de
mediciones del farmaco o sus metabolitos, o ambos, en la
circulacién sistémica. Esas series de medidas dan perfiles de
concentracién plasmatica (o sangre total, suerc u orina) contra
tiempo, del cual se puede calcular un numero importante de
pardmetros farmacocinéticos, incluyendo areu bajo la curva (ABC),
la concentracioén maxima observada (Cpay) y el tiempo en el cual
Cpax @5 obtenida (tpay). El ABC da un estimado de la cantidad de
farmaco absorbido, tpay refleja la velocidad de absorcidén y Cpay
junto con tpayx pueden reflejar también la velocidad de absorcidén.

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 1la etiqueta. ILa
Bioeguivalencia se establece in vitro, con 1los perfiles de
disolucidn; 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 combinacién de
ambos.

1.3.2. Requisitos en Canadi y en los Estados Unides (23, 30)

La biocequivalencia estd 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 establecido por los
funcionarios de la FDA o por algin solicitante por peticién de un
funcionario de la FDA se basa en evidencias bien documentadas de
productos que no podrian ser bioequivalentes, considerando 1lo

siguiente:

~ Evidencia de gue no se tienen efectos terapéuticos similares con
tales productos,

-~ Evidencia de gue los productos no son biocequivalentes,
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- Evidencia de que tienen un indice terapéuti fi
A ] co (=1 no e
necesitan una dosificacién cuidadosa y monitc?reo del gag.}f:nte,y *«

~ Una determinacién médica competente de e una £

s alta de
bioequivalencia trae un serio efecto adverso e?:u el tratamiento o
prevencién de un desorden o condicién seria,

- Evidencia fisicoguimica de:

- baja solubilidad en agua, o si la disolucién en el estdmago
es critica para la absorcidn en el tracto gastrointestinal,

- ve;ocidad de disolucién lenta o diferencia significativa de
la disolucién cuando se compara contra un producto innovador,

- el tamafio de particula y/o &rea superficial del principio
activo es critico para su biodisponibilidad, '

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

-~ los productos farmacéuticos tienen una alta relacion
excipiente/principio activo

- si estan presentes ciertos ingredientes inactivos que se
requieran para la absorcién o que puedan afectar la absorcidn.

- Evidencia farmacocinética que:

-~ el principio active se absorbe en gran parte en un segnento
del tracto gastrointestinal o se absorbe en un sitio en
particular,

- el grado de absorcioén 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
rdpidamente y que se necesite una disolucidén y absorcion
rdpida para que actue eficazmente,

- cuando la entidad terapéutica es inestable en porciones
especificas del tracto gastrointestinal y que requiera
recubrirse o formulaciones especiales para asegurar una
absorcién adecuada,

- cuando 1la entidad terapéutica es sujeta a una cinética

dosis-dependiente en o cerca del intervalo terapéutico y 1la
veiocid:g y extensidn de 1a absorcion sean importantes para la

biocegquivalencia.
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Los diferentes requisitos gen i
oeden ser los siqaisopcos generales de bioequivalencia de la FDA

~ Una prueba in vivo en humanos,

= Una prueba in vivo en animales 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 prueba de biocequivalencia in vitro estandar (por ejemplo
una prueba in vitro que ha sido correlacionada con humanos)

-~ Una prueba in vitro disponible (cominmente el perfil de
disolucidn) que no ha sido correlacionada con humanos.

Generalmente las formas de dosificacién ssélidas como tabletas,
cdpsulas etc., estdn sujetas a los requisitos de biocequivalencia,
como se puede ver en la seccién 1.1.4 para la Clortalidona, en los
cuales se les solicita la prueba in vive en humanos ademas de una
prueba in vitro. Para el desarrollo de las pruebas in vivo se deben
considerar los siguientes aspectos:

- Disefio del estudio, que implica a la dosis administrada
(simple o multiple) de manera azarizada, generalmente cruzado
de dos vias y un numero de sujetos establecido (generalmente
mas de 20).

- Sujetos, los cuales deben ser sanos y bajo supervisién
médica de acuerdo a las regulaciones nacionales y bajo 1la
declaracion del Helsinki para los Derechos Humanos.

-~ El producto de referencia, el cual debe ser un producto
farmacéutico gue ha sido aprobado sobre las bases de estudios
clinicos

- Los tiempos del muestreo del fluido bioldgico, que deben ser
tomados con la suficiente frecuencia para caracterizar las
partes ascendentes y descendentes de la curva concentracidn-
tiempo (absorcién, distribucién y eliminacioen), cuidando de no
tomar mAs de 475 mL de sangre en un periodo de 1 mes.:
~ E1 método analitico utilizado debe cumplir con:los:criterios
de Especificidad, 'Intervalo Lineal 'y Funcion ‘/Respuesta,
Exactitud y Precision, Sensibilidad Eficiencia’ de:Extraccidén y
Estabilidad. . - R o :

- Comparacidén estadistica.de .los parametros-farmacocinéticos
de ambos productos bajo:-estudio como son. el:ABC ma: y;tmax.

Todo esto, establecido en ."protocolos! :aprobados: y..jul
registros de fabricacién.del:producto,’ pruebas compendiales;::
de disolucidén, etc., generard:;un’informe’que:serdi.entregado a la
FDA para que el producto’: farmacéutico. cumplaicon:e quisito de
bicequivalencia y pueda autorizarse a:la:venta. )

Canada es una nacidni.p ] iciale:
bioequivalencia de;los.productos‘fa J en‘lajcual:ya esta
formalizada por la:Healt! : ProctectioniBranch B, Departamento de
Proteccién de la Salud), organismo;canadiense similar:a-la FDA. Sus
guias y objetivos son:similares: ~los;§e;Estadosi nidos, teniendo
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variaciones en la evaluacién estadistica de 1los pardmetros
farmacocinéticos. -

1.3.3. Peraspectivas en México

En México no existe una regulacién 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 Camara
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 Yy
Recomendaciones Para Realizar Estudios de Biodisponibilidad y
Biocequivalencia en Humanos" y "La Guia de Validacison de Métodos
Analiticos para usarse en estudios de Biodisponibilildad y
Bioequivalencia" las cuales no se han traducido en legislacidn.

Se tienen las bases, pero hace falta un gran esfuerzo conjunto
tanto del gobierno, iniciativa privada, organismos colegiados,
universidades y de la camara para obtener la legislacidn. Esto
involucra un fuerte gasto para establecer laboratorios analiticos y
clinicas especializadas, pero a la larga se espera un mayor
beneficio econémico, Yya que esto aumentard la calidad Yy
competitividad de los medicamentos producidos en México a nivel
internacional.
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CAPITULO 2
OBJETIVO

2.1 IENT L _PROBLEM

La Clortalidona es un producto genérico clasificado en la categoria
terapéutica como diurético de accién prolongada y baja toxicidad.
Para obtener la autorizacién de la venta de un medicamento con este
prineipio activ'o en los Estados Unidos y lograr competitividad en
el mercado nacional, en la forma de dosificacién de comprimidos,
uno de los requisitos necesarios es probar la biocequivalencia con
un producto existente en el mercado, que haya demostrado su
seguridad y eficacia. Esta prueba se lleva a cabo en al menos 20
sujetos sanos voluntarios evaluando, entre otras cosas, la
concentracién de Clortalidona en orina con respecto al tiempo
después de una administracién del producto en forma de tabletas a
una dosis de 50 mg, lo que hace necesario una técnica analitica
confiable y sensible para la cuantificacién del activo en el fluido
bioldgico.

2.2 QBJETIVO

Establecer y validar un método .analitico para cuantificar
Clortalidona en Orina para ser utilizado en un estudio de
biodisponibilidad/bloequivalencia . después de administrarse una
dosis de 50.0 mg. [ .



CAPITULO 3

PARTE EXPERIMENTAL

3.1 UIPO CTIVOS

~ Equipo:
Sistema Cromatografico
Inyectores: =Inyector Waters, Modelo U6K
-Inyector Automadtico Waters, Modelo 712
-Inyector Automatico Waters, Modelo 717

Bombas: -Bomba Waters, Modelo 510
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-Unidad de Flujo Waters con capacidad de

manejar 4 disolventes, Modelo 600E
~Sistema Controlador Waters, modelo 600

Detectores: =-Detector UV de longitud de Onda Variable,

Waters, Modelo 484

-Detector UV de longitud de Onda Variable,

Waters, Mocdelo 486

Integfadores: ~Integrador Waters, Modelo 740
-Integrador Waters, Modelo 745

-Integrador Hewlett Packard, Modeio 3306

otro 'z - -Vdlvula de conmutacion de 6 puertos, Waters

Columnas cromatogréfzcaS'

—Ultrasphere ODS, Sum de tamaho de particula de 4
-cm de Longitud

-ubondapak C].B, ;10u4m de tamafio de particula
S em de Longitud .

otros Equipo

Centri fu(ya

Equipo. para .procesar:; muestra :
Fg:epséfida J!.J T. Baker, de 24 plazas o

Polytherm .

“Modelo

n’ Cartuchos de Extraccxén en
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Potenciémetro Beckman, Modelo 045'
Balanza Analitica Mettler, Hodelo AEZGO

Agitador "vortex", Thermoline; mezclador tipo 37600

Ultracongelador Harris de 0 a -70°cC, operado a’ -4o°c

Pipetas automiticas de Transferencia marca Finnzpipette Y
oxford de las siguientes capacidades: 5 a SOuL, 50 a 200uL, ‘200 a
1000u4L y 1000 a 5000uL

Pipeta de descarga miltiple Eppendorf, de 100 a 5000 yL

cartuchos de Extraccién en Fase Sélida con lal siguientes

caracteristicas

cartucho Tipo Capacidad Marca
si 1 mL Spe-ed
CN 1 mL . Spe-ed.
cis 1 mL Spered .
CN 3 mL J. T. Baker
c1s8 1.mL *J.. T.. Baker
1

~ CN

‘mL - J. T.vB;ker

- Reactivos:

111iQ' de Waters

orina obtenxda de Sujetos Voluntarxos
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3.2 'RABAJO P!

De acuerdo a las caracteristicas farmaco

Clortalidona, de la dosis a administrar, deCi{I:ti:ea:ortggo érax
bibliografia de técnicas analiticas Y concentraciones urinarias
reportadas, se establecid un intervalo dinamico ge trabajo’’ de
0.1000 a 20.00 ug/mL en el cual se buscaria ser selective a
compuestos endcgenos y al unico metabolito reportado, el Acido 2-
(3-aminosulfonil-a-clorobenzoil) benzoico (ccay. SRR
Iniciallpente se hizo una revisién de los métodos re ortados’ ‘para
Clortalidona en fluidos biolégicos, descartando de? inicio p1os
métodos espect:r:oscépg.cos, primeramente por la recomendaciédn idefla
guia de la FDA de utilizar métodos cromatograficos y segundo por:la
inespecificidad que podria acarrear el uso de estas técnicas.. Las
opciones quedaron en cromatografia de gases (CG) y cromatografia.de
1:_Lquidos de alta resolucién (CLAR) para lo cual consideramos: lo
siguiente:: i : R

- Disponibilidad de etjtiipc,
lidac ‘técnicas vy,

- disponibilidad derreactives’

En el laboratorio:no contdbamos con cromatdgrafo-de.:gases;. ademds,
por las caracteristicas. de:la.Clortalidona, se:requiereiderivarla
! e; 1o "cual ;i conllevas la:compra: de

reactivos:y: materialinecesario’para*hacerlo,. por.:lo que se:decidi¢
Yademaside’contar:; coni'todos 1los equipos’ 'y material

con- estaltécnica’obtenemos iresultados  que jcumplen con
;selectividad./quese: necesita y no':se reguiere

derivar la muestr

Teniendo la* técnicaiiseleccionada,: procedimos a reproducir .uno de
los métodos - reportadosiien’: las’ condiciones  actuales .de- nuestro
laboratorio, . seleccionando:el” mas corto, .ya que el :nimero de
muestras clinicasiaianalizar en un estudio de biocequivalencia es de
aproximadamente 10 11600y los resultados deben ser cbtenidos de
manera rapida’y.de’acuerdoa.las buenas précticas-de :laboratorio
para su andlisis¥estadistico.. El métgoESo que se: reprodujo fué el
reportado portGuelen";y‘fcolaboradores( , utilizando ‘para’ello una
columna pBondapak’ C18,.:10° um.de tamafo de particula, 'de 3.9.mm DI y
15 cm de longitud .con:la‘misma fase mé_vil reportada y en’la‘cual la
muestra se procesassélo con-una dilucion. Al inyectar un:blanco de
orina procesada’i’seiivié "una - gran interferencia '~ de . compuestos
endégenos con -la-clortalidona (Figura 3.1) por lo que »_el método’ fué
eliminado y se.penst;en-otro procesamiento que:fuera sencillo, ya
que los otros.imétodos . reportados utilizan la - extraccién’ ligquido-
liquido con disolventes:orgénices para la lg.rppiezg §_e"mqg§fi:as.
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Figura 3.1. Cromatograma de las muestras de. Clortalidona usando
como fase mévil Acetato de sodio 0.01M:Acetonitrilo. 400:100 a un
fltiljo de 1.6 mL/min. A) Disolucidén de Clortalidona. 'B) Blanco de
Orina. : .

3.3 DESARROLLO DEL METODO

3.3.1 BISTEMA CROMATOGRAFICO

Con los resultados obtenidos en el trabajo previo, y de: acuerdo a
la mayoria de las técnicas reportadas, se _propusofutilizar un
sistema cromatografico en fase reversa, seleccionando-para elloc una
columna Ultrasphere ODS, Sum de tamafio de particula, de 4.6 .mm DI y
25 cm de Jongitud para tener una eficiencia elevada. La:fase mévil
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se obtuvo al reemplazar el amortiguador de la fase mévil probada
inic;almente.por uno preparado con ftosfatos, con el objeto de
ampliar el mteryalo de pH de amortiguacién, y respetando las
proporciones de disolucién 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

cromatogriafico por el cambio de pH, pero si el de los compuestos
enddégenos de la orina.

Se probé la disolucién amortiguadora de fosfatos 0.01M:Acetonitrilo
(80:20; pH 7.0) como fase mévil ajustando el flujo a 2 mL/min,
obteniendo asi un sistema con un factor de capacidad grande para
clortalidona (entre 4 y 5), un pico simétrico y una alta
eficiencia. Con este sistema se empezd a trabajar y a la postre fué
el que se guedé como sistema definitivo para el monitoreo de la
clortalidona, utilizando la deteccidén al UV a 214 nm, la cual
permite una sensibilidad alta para monitorear al farmaco en el
intervalo de 0.05-100 ug/mL. Ver Figura 3.2.

4]
[

x

" CLORTALIDONA -

. Granatogrs ‘muéstras - de. clortalidona usando
i .2, matograma de.;las nmuestras .de:, tal
gég\gri‘a:ezmbviﬁo' tostga‘t'o'.,-,dekpotas:l.o:Acetonlf.rllor:‘GO.ZO pHL7.o a un
flujo de 2 ml/min. A) Disolucioén de clortalidona . a. 10 #g/mL.
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3.3.2 OBTENCION DEL PROCEDIMIENTO DE LIMPIEZA DE MUESTRAS

ya teniendo un sistema cromatografico propuesto, se buscé el mejor
método para el tratamiento de 1las pmuest'ras, seleccionagdo
primeramente técnicas de extraccidn liguido-sélido. De acuerdo con
las caracteristicas del principio activo, principalmente su
solubilidad, se utilizaron cartuchos en extraccién de fase sélida

con empague Cl8 con 100 mq.de carga de fase estacionaria, 1los
cuales se procesaron de las siguientes maneras:

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

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

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

Adicionar 0.3 mL de_dr'.-‘iryi‘lafy_'_‘_o.élmi.‘dé agua al cartucho

- Lavado de la muestra '

Ensayo Disolvente de:lLavado; Nimero de lavados de’l mL

1 “‘agua . i ‘ 5
2 agua:ﬁetanol (éo:;p)' PR
3 agua:metanol (80:20) 5

- Elucién de la muestra:

Eluir con 1 nL de una mezcla: -acetonatmetancl’ -(50:50),
recolectando el eluido BT RO (s

- Preparacién final

Evaporar a sequedad a 60°c: bajo ~“corriente’
rectmstiiuir con 300 AL de ‘fase::movil: Inyectar

cromatdgrafo.

Se trataron disoluciones de Clortaliidona:y.\pl de
estos prgcedimientos, para observ,ar‘;el,:gr.ado:;de‘.:in‘t_erfgrencia de
compuestos enddgenos en el cromatograma ‘(limpieza:de:ila muestra) y
el porcentaje de recobro de la Clort:’a]‘.‘n?qni‘l‘._;Log,;:esu;tados fueron
los siguientes: ; EER .
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Ensayo Recobro de Clortalidona Limpieza de la muestra
1 Aproximadamente 100% Muy Mala
2 Aproximadamente 90% Mala ’
3 Aproximadamente 50% Buena

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 Dorsey(3a) en el cual se
utiliza un sistema cromatografico en fase reversa, usando fase
movil compuesta casi por pura agua y una columha analitica CN, se
propuso la utilizacién de cartuchos de extraccién en fase sdélida
con este tipo de empaque. Se probaron los siguientes cartuchos:

-~ cartucho de Extraccién en fase sélida CN de 500 mg de fase con
tratamiento de recubierta final (End capped).

- cartucho de Extraccidén en fase sdlida de 100 mg con el empague
anterior.

con ambos cartuchos se procedié a hacer estudios de recobro de la
Clortalidona con los siguientes pasos:

- Solvatacién y acondicionamiento del cartucho:
Pasar 3 mL de metanol ! ‘
Pasar 3 mL de agua cuidando de no secar el cartucho.

- Adicidn de la muestra:

Adici&ﬁar 0.6 mL dé disolucién ‘de Clortalidona 'y 0.4 mL de
agua. o . Lo

-~ Lavado de:la)muestra

Para ibé‘Eartuchos de 500 mg, pasar cuatro porciones de 1 mL
de agua,-recolectar el efluente e inyectar al cromatdégrafo. :

Para los: cartuchos de 100 mg, pasar tres porciones de -1 mL de
agua, recolectar el efluente e inyectar al cromatégrafof-

- e 1 uestra: . ;
Elugiggrdgciz ml mL de una mezcla acetona;metanol

(50:50) ,
recolectando el eluido.

- Prépafécién :inal ‘ L
ar te “de:sNitrogeno y
60° a sequedad bajo corriente. ‘
reconEZiESEZr ;; 600 pL - de.. fase 'méVi;f " Inyectar =25 L al
cromatégrafo. ' ’ AR
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Con est‘e’prqcfd‘inf%gr_lto se “6btuvieron losvsiguient.es resultados:

cartucho - =~ .’ Ef,lue"",:ef’ 'b Recobro de Clortalidona

500 mg e ’Lav‘ados* 970 Aproximadamente  3.43%
Eluido - Aproximadamente 103.46%

100 mg Eluido . Aproximadamente 80%

Considerando estos resultados, se procedié a “carxgar" muestras de
orina fqrtificadas con una-concentracidén de 0,1000 y 20.00 pg/mL de
Clortalidona en cartuchos de 500 ‘mg. También se procesaron blancos
de orina. Se utilizd el procedimiento indicado para los cartuchos
de 500 mg pero reduciendos a tres porciones de 1 mL el paso: de
lavado. Los resultados = obtenidos mostraron - un recobro * de
aproximadamente 90% de Clortalidona en Orina y ;una: -limpieza
adecuada de la muestra. En este punto se buscé un: posible ‘estandar
interno para la clortalidona.: Se probaron. el Naproxén, . Probenecid,
2,7-Dihidroxinaftaleno, Fenol, Naftaleno y 2:Naftol, de"los cuales
se seleccions el 2,7-Dihidroxinaftaleno. que’ presentd un ‘recobro de
aproximadamente el 80% con el procedimiento::de. limpieza y una
resolucidn adecuada en el Sistema Cromatografico’ (Figura: '3.,3).

Teniendo una limpieza de muestr
posibilidad de automatizarla, po
se describe en 1la Figura 1.8.
utilizé wuna guardacolumna -de: "3 {

cartucho relleno con aproximadamente 100:mgide;:fase-‘uBondapak CN.
El sistema se adapté de modo que’eltiempoide:lavado de:la muestra
en el cartucho fué de 2 minutos- a un:flujoidel’l'mL/min. antes de gque
se le hiciera pasar la fase mévilijenicontraflujo’ para’dirigir los
compuestos de interés hacia la columna%analitic con“.este cartucho
se obtuvieron cromatogramas limpios;

peroisélo’se; pudieron. inyectar
alrededor de 14 muestras antes deque disminuyera:el recobro.de la
Clortalidona y de su estandar interno:p saturaciq ‘cartucho.
Posteriormente se probdé con un cartucholide:2 m mm de D.I.
relleno con empaque NovapakCN de Wate
aproximadamente 40 muistrai ante]s-é;gg
roblem se pensd en hacerle un:: C i
SOr lo :{\e 1apbomba de lavado se!conectd:ai: ema e gradiente
con mezclado a baja presién, el»cua;:,gpgr_rnlt:ldg:hacer.;:él egeneracidn
del cartucho de limpieza al hacerleipasariAcetonitrilo;y:agua antes
de realizar la sigquiente inyeccidn;:durante iempoigue duraba la
corrida analitica. Con esta 'regeneracion,:
durd aproximadamente 80 muestras dg};e i

nte - este
‘en linea,

con el objeto de hacer mis-econdmic
estacionaria mas estable que.pudier
gran numero de muestras antes,;degde
se obtuvo con la fase "Stable:Bond-C

a’ soportar:eltratamiento de un
teriorarse.:ELl mejor: resultado
N": de’Zorbax = (presentacién en
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columna de 12.5 x 4 mm'D.I.). Con "ééte' N i

nD.X.) L e cartucho se: pudieron tratar
mis de 300 muestras sin. que mostrara signos.-de’ detgrioroo 1orCUal
lo hace muy adecuado para un estudio de bicequivalencia.

LTS

QY INaT IALEND

Figura 3.3. -Cromatograma
como fase mévil’fosfatoideX
flujo ' 'de 2% mL/min
#g/mL de- Clortali

En resux.n‘e.r.z»,el*métod quedd:

~Preparacién’ de l1a;Muestra:
con 400 -~ pL- - der  diso
Dihidroxinaftaleno)

~Limpieza de’l
Cartucho:
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CARTUCHO DE LAVALL

COLUMNA ANALITICA )
DETECTOR .

ELUENTE

INYECTOR

[~ VALVUL AlDE INTERCAMBIO
o

sCMBA 1 - ELUENTE OE
DESECHOS soeaz  ELUENTED

Figura 3.4. Posicioén ge limpieza de 1a muestra

Como se muestra en la Fiqura: 3.4, ila. muestra al :myectarse se
deposita en la columna de lavado haciéndole’ pasar-agua:a:un-flujo
de 1 mL/min para lavarla, .eluyendo:los’ compuestos enddgenos de la
orina y manteniendo la Clortalidona en: el cartucho; mientras gque la
fase mévil pasa directamente a-la columna~analitica a-un flujo de 2
mL/min., Estas condiciones pemanecen durante 2 minutos.

CARTUCHQO DE LAVADS N
COLUMNA ANALITICA - 0.149
ELUENTE DETECTCR
[ VALVULA|DE INTERCAMBIO
ELUENTE DE
soBA Y DESECHTS 80MBA 2 A LAVADO

Figura 3.5. Pos.tcion de Elucién de-la; muestra hacia la columha
}analitica L

‘ ta de
tiem o de 1avado laivalvula’ de; mt:ercambio ro
gginxsn:::;;d;uglel flgjo de‘la; fa'se mévil:se: ‘hace ‘pasar:a.través del
cartucho de. lavado - para. artastrar la 'muestrahacia:ila colur::ma
analitica 'y asi’ empezar el proceso cromatograflco de la muestra
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(Fiéuré 3. 5). Esta posicidn,pemﬁneéé 1'dux>:.-;ri‘t;z 3 o ‘
Y 305,
posteriormente pasar el eistema .a. la - posicién - fggg:;,ldesy‘?g:i
iniciar la regeneracitdn del cartuchod v;1a-Tabla:3:1:%

Tabla 3.1. Tabla de'Gradienﬁé para’ila‘regeneracion:del cartuc‘l‘xo‘

Tiempo (min) [Flujo’ (mL/

* ,Tiémpi:
analitica i .. i
*k Prgparaclén-“de

Cromatogramas-

HEOROY THAF TALEND

50 Z,?—nlulfﬂﬂ"v“ﬂ"-"‘\.[ﬂ i

RV 11 P - EENS KR ;:~5 'Q,

. mato ; clortalidona en el
Figura 3.6, Cromatograma deiilas; muestras..de. ortalide )
vs;g‘éema definitivo: pgra‘,,su; analisis.’A): Blanco.de:0rina. B) Orlni
cargada con 20'pq/mLfdéfclortalidongYF) orina cargada con 0.1 ug/m
de Clortalidona. B) y-C):en 'presenc:.a»de su estépdarr internc.
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3.4 VALIDACION DEL METODO

vya teniendo el método analiti
Ja e et fandtod CO se procedid a validar como se

spe ad

a) Se realizé analizando bajo el método pro, ina: d
puesto la. orina :de-'7

sujetos voluntarios, y observando si ésta '

en el area de los compuestos de interés presentaba j..nf_e’r:f_ez_'enqias

b) Se analiz¢é también el metabolito reportadec de la cibftélid ﬁé
el Acido 2-(3-aminosulfonil-a-clorobenzoil} benzoico (CCA) ».yé se
gb:erzé que no presentara interferencia con los compuestos. de
nterés. el A

c) Se analizarpn disoluciones de Metildopa, Acidé'-.s‘aliciiico,
cafeina, Naproxén y Probenecid, buscando aquellas sustancias’ que
gogrign ser una interferencia potencial de 1los’. compuestos de
nterés. -

tervalo eal upcion Respuesta’

[ itulo,; el::intervalo de
trabajo se fijé de 0.1000 pg/mL a”20.007 ag/mL' de ‘Clortalidona en
orina. Para su caracterizacidn se ‘establecidiuna’.curvai;patrén en
orina con puntos calibradores a ' las:iconcentraciones:ide; 0.1000,
0.2000, 0.5000, 1.000, 5,000 y 20.00:ug/mLi:Esta¥curv generd y
procesé de manera independiente en los ' experimentos:ide.precisiocn
interdia. Para cada curva se realizé un;analisisi de:regresién por
minimos cuadrados, tomando a la concentracidénicomeo:variable "x" y
la respuesta (altura relativa de la Clortalidona’respecto a su
estandar interno) como variable "y". : e

como ya se mencioné al inicio de'estécapi

La evaluacién de la funcién respuesta consistid’en:laiverificacidn
de la consistencia de las curvas generadas, 1vcoeficiente de
determinacién de la recta generada, elicualin :

0.98, y en la evaluacidén de la calidad de!
concentraciones estimadas en el -"calculo

Exactitud y Precisién.

61 en . dos y precision:zintradia vy
S0, Tara Mo muestras.‘de orina
) las

La precision :
precisién interdia. Para este’ fin
a las concentraciones de - 0.1000,: 27, o
cuales se procesaron por ‘trlihingabdme?:““s
recisioén interdia y por sextupllc en’y _
grecisién intradia. Todas las muestras }r‘ltg_egpo;arqn en:su curva
patrén. § S T S
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Para la precisidén intradia se obtuvo ’
estdndar y el coeficiente de varia:}énpn:in::difé I:ong:rs::i:gig:
interpolada de todas las muestras de ese experimento, dandose por
buena si el coeficiente de variacién era menor al 15% %menor de 20%
a la concentracién de 0,1000 #Hg/mL) .
Para la precisién interdia, se obtuvo el romedio

estandar y el coeficiente de variacidnp de la' lc‘-:mg:f:g-:gig:
interpolada de todas las muestras obtenidas en los diferentes dias
que durcé el experimento, dandose por buena si el coeficiente de
variacién era menor al 15% (menor de 20% a la concentracién de
0.1000 ug/mL) .

La exactitud se evalué verificando que el promedio de 1la
concentracién interpolada en ambos experimentos de precisién no se
alejara mas del 15% de las concentraciones adicionadas (no mas del
20% de la concentracién de 0.1000 ug/mL)

Sengibilidad.

a) Limite de Cuantificacién. Se establecié con la concentracidn de
0.1000 pg/mL la cual debid haber cumplido con el criterio de + 20%
para exactitud, precisién y calidad de ajuste en la prueba de
funcién respuesta. P

b) Limite de deteccién. Se establecid haciendo diluciones. sucesivas
de la concentracidn de 0.1000 ug/mL de Clortalidona, llegando a las
concentraciones aproximadas de 0.0500, 0.0200,7'y. 0.0100 ug/mb,
analizandolas con el método propuesto y obtener'la*dilucién, que
produjera una sefial de 2 a 4 veces la sefial de fondo. s

Eficiencia de la Extraccidn_{Recobro Abso;u;ﬁ)

La prueba de eficiencia de 1la extraceion’ ise:. realizé con
disoluciones de Clortalidona en orina y en agua,:ambas a las mismas
concentraciones. . BRI e el

Para tener la referencia de las muestras:acuosas,:las disoluciones
en agua se inyectaron al cromatdgrafo:pero: no:se hicieron pasar por
el cartucho de lavado. DA

Las muestras de orina se procesaron de ac'uez;dc»_ai métbdqp;opuesto.

El recobro absoluto se obtuvo al comparax.:el p}'omgdio de 1la
respuesta’ de - cada concentracién obtenida .’ en’.orina :«*contra la
correspondiente en agua. Para el estandar interno,.’se ‘compard el
promedio global de la respuesta de eéste .en;las’ muestras”en orina
contra el promedio global de la respuesta en las .mues:;as en agua.
Esa relacicén se expresé en porcentaje. SR
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e uestra.

La Estabilidad se evalué de diferentes maneras:

a) Estabilidad de la Muestra Procesada Lista para su Analisis. Se
prepararon muestras de orina adicionada de Clortalidona; se
procesarch y se cuantificaron a las 0, 24 y 48 horas después de
haber estado dentro del inyector automatico del cromatdgrafo
siempre contra una curva patrén fresca. Se observé la consistencia
de resultados a través del tiempo.

p) Estabilidad a ciclos de Congelacién-Descongelacién. Las muestras
de Precisidn Intradia se almacenaron y se sometieron a 3 ciclos de
24 horas cada uno de congelacién-descongelacién (~40°C - TA). Al
final de este periodo, se procesaron por triplicado a cada
concentracién y se cuantificaron contra una curva patrén fresca. La
concentracién promedio obtenida, se compard contra la obtenida
originalmente.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 ESPECIFICIDAD

En la Figura 4.1 se nuestran los cromatogramas de Clortalidona con
su estdndar interno, de 3 blancos de orina de 3 -sujetos y del
metabolito reportado para la Clortalidona. s LEy e

: Tabla 4.1 i
Tiempos de Retencidn de Algunos Compuestos .en-el:Sistema
Cromatografico de la clortalidona ..

‘de Retencis

Tiempo

Cafeina
Probenecid -
Metildopa & o ; . :
Acido salicilico -

De acuerdc a los resultados obtenidos, se concluye que el método es
especifico a diferentes fuentes de matriz bioldgica, al CQ?‘ y a los
firmacos probados, a excepcidn del Naproxén que si es.un’
interferente potencial. .

4.2 ERVALO LINFAL UNCION SPUES

‘estadisticos de
En 1 4.2 se muestran los resultados de los es «
rggrgsggglge las curvas patrén generadas en lo: aexp;gim::ts:gftggos
exactitud recisidén. En la Tabla 4.3 se muestran ,
de calidadyds ajuste de dichas curvas y en las Fégu;s§a:.2_ a-4.4
las graficas de las curvas patrén en los diferen es‘ 1as.
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Tabla 4.2

S curvas generadas en diferentes dias
ortalidona en el intervalo de 0.1000 a

Analisis de Regresién de la
para la cuantificacién de c1

20.00 pg/mL.

DIA | ORDENADA AL PENDIENTE |COEFICIENTE DE
ORIGEN v DETERMINACION

1 0.002027 0.412342 0.9999996

2 0.010942 0.415881 0.9999825

3 -0.002426 0.421959 0.9999927

Tabla:4.3. . )
calidad de Ajuste para las' curvas’ patrén generadas en diferentes
aias para la cuantificacidn:de’clortalidona en el intervalo de
0.1000 a720:00; ug/mL: ) :
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e
13
o

pow

R
EE . 'tﬁki
H 2.
£ e
% B 5

TLIRTRLIDOY

T Figura 4.1 i LR -
“Cromatogramas tipicos de clortalidona’en orina.~A) /Clortalidona con
su estandar interno enjdisolucién\acuosa,;B) clortalidona en orina
‘a.’5 pg/mL.‘C),‘D)‘y}E)PBlancos'orina‘provenienteS'delvarios
sujétos,‘F),Cromatograma del CCA. \
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/
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DONCENTRAION (gt
—~— ALORAJUSTADD  « \ALCR DPERMNTAL

y=0002027 + Q412342 x
2 = (19999336

<N Co

S N

0

. Figura 4.2. . ..
Grafica de Funcién Respuesta para el método de cuantificacion de
clortalidona en Orina. Dia 1. :
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CLORTALIDCNA
QRA PAT&%B\I CRNA

RESPUESTA [ATLRA RELATIY

10 |

; .

) / :

0 i
0 o

5 0 |
DONCENTRASON g}
— WORAUSTADG  « \ALOR DPERMENTAL

y=0010942 + Q415881 x
r~) = (19999825

: Figura 4.3. =
Grafica de Funcién Respuesta para el método de cuantificacidn de
Clortalidona en Orina. Dia 2. :
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CLORTALIDCNA
QRA PABRE\I\TJEI\I CRNA

RESPUESTA (ALTURA RELATIV)

10

8 Ca

2 —

0 :
0 0

o |
DONCENTRAION ugir]
— WORAISTADO  » WORDPERMNIAL

y=-0002426 + 0471959 x
2 = (19999927

Figura 4.4. .
spuesta gpara el método de Cuantlficac_ién de
ta

rtalidona en orina. Dia 3.
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como muestran los resultados, se observa consist,

patron durante los dias del experimento, un exceigstg gge%izigﬁizas
de determinacidn en todas las curvas Y la calidad de ajuste cae
dentro de los criterios de aceptacién de exactitud y precisisn; por
lo que se considera que la curva patrdn presenta un comportamiento
éigizglgggn:iggeie:tg ZnB§ para relacionar la concentracién de

a ori ;

cromatografico. ha con la respuesta del sistema

4.3 EXACTITUD Y PRECISION
A) Precisidén intradia. La Tabla 4.3 presenta los resultados de
precisién Intradia

X Tabla 4.3.
Precisidn Intradia. Andlisis de las Muestras Adicionadas

CONCENTRACION ADICIONADA (ug/mL)
0.1000 | 0.3000 . |::7.0007%(%.716.00

REPLICA
NUMERO
1
2
3
4
S
6
n =
PROMEDIO =
D. E. =
c. V. =
PORCENTAJE
DE ERROR =

B) Precisién interdia
Precisién Interdia [°

'fLa‘Tablé:géézptésehta‘Losdresultadpsvde
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“Tabla gl 4
iAnalisis'de’

DIA

n
PROMEDIO
D. E.~
c.V.
PORCENTAJE
DE ERROR =

Como se muestra: en los: resultados’ de.precisid

variacién mdximo para precisién’‘intradia’fué:de
corresponde a la concentracidnide 3 g
interdia fué de 9.25% parala mis é
casos el coeficiente de variacioénifuéi ridecimos:que el
método tiene una adecuada precisié : .

En cuanto a exactitud, se observagueila:desviacién:maxima'-
encontrada en todas las concentraciones:ifuéide’*4.77% respecto al
valor nominal y correspondid a’lajconcentracidn:de 0.1000.ug/mL.
Debido a que esta desviacién es ‘menor:al:15% 'se dice: que el método
cumple con el requisito de exactitud SR G A

4.4 BENSIBILIDAD

a) Limite de cuantificacieén.

0.1000 mL, ya e esta concen 2
de Exacﬁgéud: greg;sién y Funcidn Respuesta. En ningdn:experimento

llevado a cabo, esta concentracidn;presenté un coeficiente Qe
variacién mayor al 20% ni unaidesviacién mayor del 20% a la
concentracisén nominal. Ademasfes‘la‘;oncentraclén menor copsiderada

para el intervalo lineal.

EL limite de cuantificacicn se £ij6 en
tracién cumplisé con los criterios
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b) Limite de deteccisn. E) )
. imite de 4q i4
sg/gLZ Zavg:: gfga concentracien es 1aeESSCi62 se £ijé en 0.0200
es- la sefial del ruido (ver Fig“s: :eg;:é una respuesta

oy
I
i
4
A
o
4 .
. "B
3 :
)
|2
s
—
=
L&
E ’ld'
]
S B
£ el B O
[+ - N . e - v
] : L . g,
a. : o e &
Z}' . ’gm [
¢ o R ] e o
f o .
o —
2 ' L “ .

. .. . Figura-4.§ S :
Cromatogramas ‘de.Clortalidona en Orina. A) Clortalidona en orina a
una concentracion:de :0.1000. ug/mL (concetracién minima
cuantificable) y: B)-Clortalidona en orina a.una’concentracién de

0.0200 ug/mL. (concetracion-minima. detectable). :
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CIENC, CCIO0! OLUTO
En las tablas 4.5 y 4.6 se muestran los resultados de recobro
absoluto. El recobro promedio para Clortalidona fué de 92.35%

varia:do de 88.15 a 95.99% y para el estandar interno fué de
82.77%.

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

SUSTANCIA "] MEDIO CONCENTRACION (pg/mL)

0.1000 I o.aooo_l : 7.oo‘oi|' 16.0,@’}]

" RESPUESTA; (ALTURA - UNIDADES {ARBITRARTAS)

ACUOSO

CLORTALIDONA

n
PROMEDIO
D. E.

Cc., V.

CLORTALIDONA '

n oLl
PROMEDIO
D. . E.
C. V.

PORCENTAJE DE -
RECOBRO e
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S mablai 4. o
Recobro absoluto del 2,7- Dihi%foxinattaléﬁo en.las muestras de
R orinacio oo pono en-las nuest

2,7~DIHIDRO-""
XINAFPALENO

n :
PROMEDIO
D. E.
c. V.

'EERE

PORCENTAJE DE
RECOBRO

4.6. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

a) Estabilidad de la muestra procesada lista para;su andlisis. Los
resultados de la cuantificacién de la muestra se.graficaron y estas
graficas muestran que la Clortalidona es estable a 48 horas en el
inyector lista para su andlisis (Ver Figura 4.6).:

b) Estabilidad a Ciclos de Congelacién-Descongelacién. La Tabla 4.8
muestra los resultados obtenidos después de haber sometido muestras
a ciclos de congelacién-descongelacidn, los cuales no muestran
signos claros de degradacidn.
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A)

0,5 SNCENTRACION CUANTIFICADA (ug/ed)

— Conc. Adi
n . Raplica 1, .

10

—e— CongAdic.
= - Replica t

.6

Graficas de la estabiii&lad ‘e’ la’Clortalidon
n:lapso de 48 horas.

procesada lista para: su-analisis por:u

A) Muestra adicionada,-a*una:concent:racic’m'de;;o.asoo ng/mL,
B) Muestra adicionada’a una’ concentracion de 7.000 pg/mL Yy
C) Muestra adicionada a una ‘concentracién de 16.00 pg/mL.

a. en’la muestra
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. ST abla 4.8,
Establlic?ad de:la Muestra‘a/Ciclos 'de Congelacién-Descongelacion

|+ CONCENTRACION ADICIONADA - (g/mL)

|

Ci6ien

TIEMPO, INICIAL'

n Lo
PROMEDIO
D. E.
Ca Voo iy
PORCENTAJ

DE ERROR

DESPUES DE CICLAR

n L :
PROMEDIO. . =
D. E. .. o=l

PORCENTAJE
DE ERROR =
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CONCLUSIONES Y PROPUESTAS

CONCLUSIONES

1) Se desarrolld un método -analitico  par
A a cu
E;gzzgéidogznenelorznsj \‘x:san%o 2,7—Dihidroxinaita1£no como agﬁigﬁgii
objeto de ser utl
bioequi\'lalEHCia. lizado en un estudio de

2) El método desarrollado requiere de poca manipulacié

n d
muestra, resulta rapido y econémico, 1lo cual cumplpe con la:
caracteristicas deseables para un estudio de esta naturaleza.

3) La validacidn previa al estudio de biocequivalencia muestra
gue la Clortalidona se puede cuantificar de manera selectiva de los
compuestos enddgenos de 1la orina, del CCA y de fAarmacos como
Metildopa, Acido salicilico, cafeina y Probenecid. El1 Naproxén
puede interferir en la determinacién.

4) La clortalidona; con . este método se cuantifica en el
intervalo de 0.1 a 20 ug/mL en la cual presenta una funcién lineal
del tipo y = A + Bx. :

5) El1 método es. exactoe y preciso de acuerdo a los. requisitos
aceptados para este tipo:de métodos. -

6) La Clortalidona se’ puede cuantificar de manera ‘confiable a
ia concentracidén de 0.1 ug/mL y se alcanza a detectar hasta 0.02
Hg/mL. e e

7) El método presenta un recobro absoluto de ‘la: Clortalidona
de alrededor del 92% y del 82% para su estandar i‘nto_arx?orby"

g8) La muestra permanece estable cuando se: almacena en el
inyector durante 48 horas antes de ser inyectada::al sistema
cromatografico y a 3 ciclos de congelacién-descong‘ellacién.

PROPUESTAS

1) utilizar este mismo, principio : para:
Clortalidona en sangre total para elve“stiqu
2 tudio a fondo de -las posibilidades!
los di’tefesntes tipos de cromatografia ‘.paray‘la:,limgiezal;de»Eufz:rgz
biolégicas con el fin de obtener mé;gdosl:_er:_“s::sl:fs;e?;eq§é§s;inuyan
elimi ulacidn ' excesiva de:.la’ Jsel
°°5t€;2ey %;le msaenjia%ensg en-utilizar en‘_e‘studiqs de ,v§§m§91a~»q}§nica.

'-‘~1a ‘cuantificacidn de
e’ bicequivalencia.
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