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RESUMEN 

La propafenona es un agente antiarrítmico nuevo recientemente intrOducido en la 

práctica clínica. Posee diversas ventajas sobre los antiarritmicos actualmente disponibles 

para el tratamiento de las afecciones cardiacas. En la mayoria de los pacientes no 

deprime la función ventricular izquierda, la incidencia de efectos proarrítmicos son 

comparables o menores que la mayoria de los otros agentes antiarrítmicos. La 

propafenona tiene desventajas importantes como son: su farmacocinética es dosis 

dependiente, una vida plasmática de eliminación corta, la formación de metabolitos 

activos, en donde la velocidad y formación depende de las características oxidativas del 

paciente. La propafenona se ha incluido recientemente en el cuadro básico de 

medicamentos del sector salud y debido a las ventajas que posee sobre otros 

antiarrítmicos es necesario contar con un métOdo analítico que permita cuantificar la 

propafenona y sus metabolitos en plasma. El objetivo de este trabajo fue desarrollar un 

método por cromatografia líquida de alta resolución que permita cuantificar la propafenona 

y sus metabolitos en plasma de seres humanos. El método desarrollado es lineal, exacto, 

p¡eciso y reproducible, presentando una especifidad para la propafenona y sus metabolitos 

en plasma. Así el método desarrollado puede ser empleado para investigaciones 

biofarmacéuticas. 



l. INTRODUCCION 

El desarrollo de nuevos métodos analíticos para cuantificar con precisión y exactitud 

los fármacos en fluidos biológicos, permite establecer las condiciones adecuadas para 

evaluar su comportamiento fannacocinético en dichos fluidos. 

En la actualidad el empleo de nuevas técnicas y el uso de equipo sofisticado ha 

permnido que los análisis se realicen en periodos cortos y el manejo de muestras sea 

rápido (1). 

Los métodos de análisis reportados en la literatura para cuantificar .propafenona en 

plasma son: Cromatografía Liquida de Alta Resolución (CLAR) y Cromatografía de Gases 

(CG). Las técnicas de CLAR (2-8) requieren de grandes volumenes de muestra (1-5 mi) y 

de inyección, con límite de detección de 5 -20 ng/ml. En 1984 Brode y colaboradores (9) 

publicaron un método por CLAR para la detenninación de propafenona y 5-0H 

propafenona, con detección por fluorescencia con un límite de cuantificación para 

propafenona de 1 ng en 1 mi de plasma humano, este método requiere de la derivación 

con dansilhidrazina y la purificación del producto reactivo, un procedimiento que consume 

tiempo e incrementa la variabilidad. Kates y colaboradores en 1985 (10) reportaron un 

método para la cuantificación en plasma de propatenona, 5-0H propatenona y N

depropilpropatenona , en el cuai los tiempos de elución fueron hasta de 48 minutos. Otros 

autores utilizan métodos de CLAR con detección por espectrometría de masas (11). Los 

métodos por cromatografía de gases, usando tecnología de columna empacada, muestran 

más sensibilidad que los métodos por ClAR y permite la detenninación de 10 nglml de 

fármaco, con el uso de columnas capilares para mejorar la separación y simetría de los 

picos, la eficacia y sensibilidad de las técnicas de cromatografía de gases se incrementa 

significativamente cuando se combina con la aplicación de técnicas de inyección. Otras 

técnicas de CG utilizan la detección por captura de electrones (12-14). 

Debido a la gran variedad de métodos que se emplean para la cuantificación de 

propatenona, con resultados poco reproducibles, técnicas de extracción lahoriosas y 



grandes tiempos de elución, es necesario el desarrollo de un método rápido y sencillo por 

cromatografía líquida de alta resolución (Cl.AR), que permita obtener resultados confiables 

y reproducibles en el laboratorio, para poder realizar trabajos de investigación 

biotarrnacéutica. 
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2. GENERALIDADES 

2.1 Monogmt• de Propmfenon• 

Nombre químico: Clorhidrato del 1-{2-[2-hidroxi-3-(propilamino)-propoxy)fenilJ-3-fenil-

1-propanona (15). 

Nombre genérico: Propatenona (16). 

Nombres comerciales: - Nistaken (17) 

- Norfenon (17) 

-Kenona (17) 

Fórmula condensada: C21H20CINO, (15) 

Fórmula desarrollada: ( 15) 

Peso molecular. 377.92 g/mol (15). 

Propiedmdes Flelcoqulmlcn 

Descripción: Cristales finos de color blanco, con ligero sabor amargo (15). 
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Punto de fusión: 172-174 ºC (15). 

Solubilidad: La solubilidad en varios disolventes se muestra 9n la tabla 1 (15). 

Tabla l. Solubilidad de propafenona 

DISOLVENTE SOLUBILIDAD 

Acetona prácticamente insoluble '· ·' 
Cloroformo ligeramente soluble 

Dimetilsulf6xido soluble 

Etanol ligeramente soluble 

lsopropanol muy ligeramente soluble 

Metano! escasamente 3oluble 

Agua(20ºC) ligeramente soluble 

Propiedades •..,.ctroKópicas 

En el espectro de absorción ultravioleta en metano!, la propafenona presenta dos bandas 

a 246 nm y 301 nm (15). 



PROPIEDADES FARMACOLOGICAS 

Antecedentes Históricos. 

La propafenona es un agente antiarritmico nuevo recientemente introducido en la 

práctica clínica. Su eficacia fué demostrada en la supresión de arritmias ventriculares y 

supraventriculares (18, 19). Contiene en su molécula la estructura fenoxipropanolamina 

común a los~ - adrenérgicos (20,21). En estudios in vivo e in vivo de el isoproterenol, 

que inducen efectos cronotrópicos e inotrópicos, indican que la potencia p - bloqueadora 

de la propafenona es 1 /20 a 1 /80 del propanolol sobre base molar. Las concentraciones de 

propafenona en plasma durante tratamientos de períodos largos puede ser 50 o más 

veces más alto que la del propanolol, esta propiedad bloqueadora puede ser de 

importancia clínica (22). 

Mecanismo de Acción. 

La propafenona es un agente antiarritmico con propiedades de bloqueo débil tanto de 

los canales de calcio como de los receptores p -adrenérgicos (20,22,23). La propafenona 

deprime las funciones del nodo sinodal, del nodo atrioventricular del sistema HisPurl<inje y 

de los sistemas intra-arteriales. La propafenona también incrementa el periodo refractario 

atrial y ventricular, y disminuye la velocidad de conducción. Otros efedos hemodinámicos 

incluyen disminución de la frecuencia cardiaca, depresión y un efecto inotrópico negativo 

moderado (20,22). 

Usos Terapéuticos. 

La propafenona puede ser utilizada en el tratamiento de taquicardias, estrasistoles 

ventriculares y supraventriculares, la Propafenona también puede prevenir arritmias 

recurrentes asociadas con el síndrome de Wolff-Parl<inson (17,20,22,24). 
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Dosis 

La propafenona puede administrarse por via oral, el tratamiento deberá individualizarse 

d<!Pl!ndiendo de la respuesta y tolerancia del paciente. Iniciando con 150 mg de 

propafenona cada 8 horas (450 mg al día) la dosis puede incrementarse a un minimo de 3 

ó 4 intervalos diarios de 225 mg cada 8 horas (675 mg al día) y si es necesario a 300 mg 

cada 8 horas (900 mg al dia). En pacientes de edad avanzada o daño del miocardio severo 

la propafenona debe ser administrada en dosis paulatinamente crecientes (17,20,22,24). 

Reacciones Adversas 

Con la administración de propafenona , en casos aislados, sobre todo con dosificaciones 

muy elevadas; pueden presentarse transtcmos gastrointestinales, como inapetencia, 

sensación de plenitud, náuseas, sabor amargo, en algunos casos visión borrosa y mareo. 

Estos síntomas desaparecen al reducir la dosis o suspender el tratamiento (17,20,22,24). 

Contraindicaciones 

La propafenona está contraindicada en insuficiencia cardíaca manifiesta, shock 

cardiogénico (excepto cuando su causa sea la arritmia); bradicardia severa. Transtomos 

preexistentes de alto grado de la conducción sinoauricular, auriculoventricular e 

intraventricular. Síndrome del nódulo sinusal (síndrome bradicárdicc-taquicárdico). 

Transtomos manifiestos del metabolismo electrolítico; enfermedades pulmonares 

obstructivas graves; hipotensión marcada. La propafenona está contraindicada en los tres 

primeros meses del embarazo y en el periodo de lactancia (17,20,24). 

1 ntoxicación 

En el supuesto caso de ingestión accidental de la propafenona debe provocarse el 

vómito y consultar al médico. 

Los síntomas de sobredosis son usualmente más severos después de 3 horas de 

ingestión y puede incluir hipotensión, somnolencia, bradicardia, disturbios en la 
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conducción intraarterial e intraventricular, raramente convulsiones y un alto· grado de 

arritmia ventricular. La desfibrilación, así como una infusión de dopamina e isoproterenol 

ha sido efectiva en el control del ritmo y la presión sanguínea. Las convulsiones han sido 

tratadas con diazepam. Pueden ser nece!arias medidas generales de soporte como 

respirador mecánico y masaje externo cardiaco ( 17,20,24). 

Interacciones 

La propafenona incrementa la concentración en plasma de Digoxina en sujetos sanos y 

en pacientes (22,23,24). La propafenona no debe administrarse con betabloqueadores, ni 

con anestésicos locales, ya que puede tener un efecto aditivo de reducción de la frecuen

cia cardiaca y/o contractilidad ( 17,20). 

ASPECTOS FARMACOCINETICOS 

Absorción. 

La absorción de la propafenona después de la administración oral es rápida y completa 

(> 95%), alcanzando su pico máximo en un lapso de 2 a 3 horas, su biodisponibilidad es 

dependiente de la dosis (26) y oscila desde 2.2 % hasta 50% (17,20,23,24) y presenta un 

incremento no lineal en la concentración plasmática al aumentar la dosis, indicando una 

saturación de la isoenzima citocromo P-450. El rango de los niveles terapeúticos oscila de 

0.5 a 3 µglml. La unión a proteínas plasmáticas varia de n % a 95 %, la vida media 

plasmática de la propafenona es de 2 a 8 horas, con un amplio rango de 1.8 a 32.3 horas 

(20,22). 

Distribución 

En el estado estacionario el volumen de distribución de la propafenona es de 2.5 a 4.0 

Ukg, más del 95% se une a proteínas (22,24). In vitre la unión a proteínas plasmáticas 

de propafenona en voluntarios sanos es dependiente de la concentración declinando 
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rápidamente a concentraciones cerca de 1.5 mg/l. La fracción libre de fármaco fluctuó en 

el rango de 2.7a18.7 % en concentraciones de 0.25 a 100 mg/l y en promedio de 4.1 % 

en concentraciones de 0.5 a 2 mg/l . En suero de pacientes con uremia, las 

concentraciones de propafenona libre fueron alrededor del 50% por debajo de las 

observadas en voluntarios sanos, y correlacionadas con los niveles de p • 
acidogliproteinas (25). La distribución de propafenona fue caracterizada como rápida, con 

concentraciones altas encontradas en pulmón, hígado y corazón, subsecuentemente 

concentraciones altas de 5-0H propatenona fueron encontradas en tejido atrial derecho 

que en plasma. La propafenona y el metabolito 5-0H propatenona son distribuidos hacia el 

feto durante el embarazo y son excretados en la leche materna, se administraron 900 

mg/dla de propllfenona a dos pacientes en la 19 y 24 a 25 semana de embarazo 

respectivamente, ambas experimentaron arritmias ventriculares. Al nacimiento la relación 

entre la concentración de sangre de la placenta y la concentración en plasma materno 

fueron de 0.14 a 0.3 para propafenona y 0.42 a 0.50 para 5-0H propafenona. La relación 

de concentración en leche, y la concentración plasmática materna tres días después del 

parto fue 0.15 y 0.55 para propafenona y 5-0H propafenona respectivamente (26). 

Biotransformación 

La propafenona sufre· un extenso metabolismo hepático de primer paso, y menos del 1 % 

se excreta sin cambio en la orina. Cerca del 90% de los paciemes, metaboliza rápida y 

extensamente a dos metabolitos activos (17,20,22), el 5-0H propafenona y el N

depropilpropafenona (figura 1). Los cuales tienen actividad amiarrítmica comparable con 

la propafenona, pero estan presentes en concentraciones menores del 20% de la 

concentración de la propafenona (23). Los principales factores que pueden influir en la 

farmacocinética de la propatenona estan relacionados con la saturación del metabolismo 

hepático y con las características oxidativas determinadas genéticamente de los pacientes 

(17,20,22), con la presencia de enfermedades hepáticas, o en personas de edad 

avanzada. 
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R1 

Propafenona H 

5 OH Propafenona OH 
NDPP H 

Figura 1. Metabolitos de la Propafenona. 

Eliminación 

HCI 

R2 

CH2CH2CH3 
CH2CH2CH3 

H 

La propafenona se elimina casi exclusivamente en forma metabolizada, por la bilis y las 

heces (57% de la dosis), asi como por vía renal (18-38% de la dosis) (17,20,22), con una 

depuración de 11 ml/min/kg (24). Menos del 1% de la dosis original se excreta sin cambio 

(24). La eliminación de la dosis de propafenona es casi completa, dos días después de 

finalizado el tratamiento (17). 
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Pré9entación Farmacéutica 

Tabletas de 150 y 300 mg (17,23). 

En el cuadro básico de medicamentos del Sector Salud la clave 537 corresponde a las 

tabletas de 150 mg de propafenona (16). 
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2.2 CROMATOGRAFIA 

Definición 

La cromatografía es un método de separación que se basa en la distribución diferencial 

de una mezcla entre dos fases, como resultado de adsorciones y deserciones repetidas 

durante el movimiento de los componentes de la muestra a lo largo del lecho estacionario 

(27,28). 

Existen diferentes clasificaciones de los métodos cromatográficos; una de ellas es la que 

se basa en el tipo de fase móvil utilizada y de acuerdo a esto, se tienen dos tipos 

generales de cromatografía: la cromatografía de gases (CG) y la cromatografía de líquidos 

(CL). En la primera se utilizan gases como fase móvil y en la segunda se utilizan líquidos. 

La cromatografía de gases (CG) se caracteriza por ser mucho más rápida y eficiente. 

Sin embargo, muchas sustancias no se pueden tratar por cromatografía de gases, ya sea 

porque no son lo suficientemente volátiles y no pueden ser transportadas por el gas 

acarreador o porque son térmicamente inestables y se descomponen bajo las condiciones 

de separación. La cromatografia de líquidos (CL) no está limitada por la volatilidad de la 

muestra ni por su estabilidad térmica, por lo que resulta idónea para la separación de 

macromoléculas y especies de interés biomédico, productos de naturaleza lábil y una 

amplia variedad de otros compuestos de alto peso molecular y/o menos estables entre los 

que se encuentran: proteínas, ácidos nucleicos, aminoácidos, polisacáridos, pigmentos de 

plantas, lípidos polares, algunos fármacos, asteroides, vitaminas, antioxidantes, etc. 

(28,29). 
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CLASIFICACION DE LA CROMATOGRAFIA EN COLUMNA. (30,31,32) 

La cromatografia en columna se clasifica según el tipo de interacción e)(isten entre los 

solutos a separar y el lecho cromatográfico en: 

CROMATOGRAFIA DE ADSORCION. 

La fase estacionaria es un adsorbente y la fase móvil puede ser un líquido o un gas, la 

separación se basa en etapas repetidas de adSOfción y deserción. El grado de separación 

depende de la superficie activa del sólido y del tamal'lo de partícula. 

CROMATOGRAFIA DE PARTICION. 

La fase estacionaria es un líquido que se mantiene fijo por adsorción sobre un sólido 

inerte y poroso, la fase móvil es un gas o un líquido; la fase estacionaria esta saturada por 

la fase móvil y viceversa. La separación se realiza por partición entre la fase móvil y 

estacionaria, debido a la diferencia de afinidad de los componentes por cada una de las 

dos fases, esto es a su diferencias en sus coeficientes de reparto. 

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO. 

El lecho estacionario tiene una superficie cargada iónicamente, con carga contraria a la 

de la muestra. La fase móvil es un amortiguador acuoso, en el que el pH y la polaridad se 

utilizan para controlar el tiempo de elución. 

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION. 

La columna se rellena con un matrial que posea poros de dimensiones comprendidas 

entre ciertos límites, con Jo que la muestra es retenida o filtrada según sea su tamat'lo 

molecular. Si el material estacionario es un gel reticulado se le denomina filtración en gel y 

si es un polímero rígido se le denomina permeación en gel. La separación se realiza por la 

diferencia de pesos moleculares. 
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CLASIFICACION SEGUN LA POLARIDAD RELATIVA DE LAS DOS FASES 

CROMATOGRAFIA EN FASE NORMAL (30,31,32). 

El lecho estacionario es de naturaleza fuertemente polar (por ejemplo sílice) y la fase 

móvil o apolar (n-hexano, tetrahidrofurano). Las muestras polares quedan retenidas en la 

columna durante tiempos mayores que los materiales menos polares o apelares. 

CROMATOGRAFIA EN FASE INVERSA (30,31,32). 

El lecho estacionario es apolar (hidrocarturo) y la fase móvil es polar (agua, alcohol) 

cuanto más apelar sea la muestra mayor será su retención. 

CARACTERISTICAS DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION 

(30,31,32) 

La diferencia entre Cromatografía Líquida de Alta Resolución (CLAR) y los procesos 

aomatográficos antes mencioriados radican en la optimización del equipo, materiales y 

técnicas utilizadas: 

- Columnas reutilizables de pequeño diámetro ( 2-5 mm), longitud de 10 a SO cm , rellenas 

de partfwlas de diámetro muy pequeño ( 5-50 µm) que contienen fase estacionaria 

- Presiones de entrada relativamente altas y control de flujo de la fase móvil 

- Introducción precisa de la muestra, sin necesidad de grandes cantidades 

- Detectores especiales capaces de operar a caudales muy bajos y detectar cantidades 

muy pequeñas 

- Instrumentos nonnalizados y automatizados 

- Análisis rápidos 

- Alta resolución 
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COMPONENTES DE UN CROMATOGRAFO DE UQUIDOS (28,30,31,32) 

Bomba para propulsar la fase móvil 

Inyector para introducir la muestra 

Columna 

Detector 

Registrador 

La columna ésta considerada como el corazón del sistema, ésta se encuentra rellena de 

fase estacionaria con tamar'lo de partícula de 3 - 10 micras, por lo cual es necesario una 

bomba de alta presión para transportar la fase móvil a través de la columna . El proceso 

cromatográlico empieza por la inyección de la muestra en la columna, la separación ocurre 

al bombear la fase móvil y el soluto a través de la columna, cada compuesto que eluye de 

la columna se detecta, ya sea por un detector universal o por uno selectivo, dependiendo 

de las propiedades de los componentes a medir. La respuesta del detector a la presencia 

de cada componente se manifesta en una carta, graficada como un cromatograma, para 

colectar, guardar y analizar los datos cromatográficos, la sei'lal producida por el detector se 
manifiesta en fonna de picos (Gausianos) representando la concentración de los 

componentes eluidos. La calidad de separación cromatográfica puede ser detennin.cla 

matemáticamente obteniendo los valores de la eficiencia, selectividad y resolución de los 

resultados cromatográficcs. 

FASE MOVIL (28,30,31,32). 

La selección de los líquidos usados como fase móvil depende de varios parámetros. En 

la cromatografía de adsorción y de partición, el papel más importante lo desempet'la la 

polaridad , la viscosidad y otras características que pueden influir en el funcionamiento del 

detector (absorción W,índice de refracción). En la cromatografía de intercambio iónico '°" 
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Importantes la fuerza iónica y el pH, mientras que en la cromatografía de exclusión la 

consideración primordial es la solubilidad de la muestra en la fase móvil. 

Las características que debe reunir una fase móvil son: 

- ser pura, sin contaminantes 

- no reaccionar con el empaque 

- ser compatible con el detector 

- disolver la muestra 

- tener baja viscosidad 

- fácil recuperación de la muestra 

- estar comercialmente disponible y a bajo precio 

- no degradar o disolver la fase estacionaria 

- tener la polaridad adecuada para permitir la retención conveniente de la muestra en la 

columna 

- valores del factor de capacidad (K) entre 2 y 1 O 

Los solventes más comunmente usados son: hexano, cloruro de metileno, cloroformo, 

tetrahidrofurano, acetonitrilo, metano!, isopropanol y agua. 

En muchas ocasiones en especial con fases polares, existe una marcada tendencia del 

oxigeno y otros gases a disolverse en el líquido, si estos líquidos se degasilican dentro del 

instrumento y forman burbujas, puede afectar seriamente el funcionamiento del detector y 

la eficacia de la columna por lo que es necesario remover estos gases disueltos 

empleando un método de degasificación adecuado, por ejemplo: 

- calentar el líquido hasta ebullición 

- conectar el líquido a una fuente de vacío 

- utilizar un bar'!o de ultrasonido o introducir en él una sonda ultrasónica 

- hacer burbujear una corriente suave de helio a través del líquido 

Durante el análisis de una mezcla de dos o más sustancias se puede utilizar un solo 

solvente como fase móvil ajustando adecuadamente las caracteristicas de la fase, también 

es posible mantener constante la composición de la fase móvil durante el análisis o 
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cambiarla. El primer método es llamado isocrático y el segundo elución por gradiente. La 

elución por gradiente se utiliza con muestras cuyos componentes poseen polaridades muy 

distintas. Por lo general se empieza con un solvente único y se aumenta con el tiempo la 

concentración del otro solvente. 

FASE ESTACIONARIA (28,30,31,32,33). 

Puede ser un sólido poroso del tipo usado en la cromatografia de adsorción, intercambio 

iónico y exclusión, estos difieren en su composición quimica, estructura y tamaño de 

partícula. Los rellenos más ampliamente utilizados tienen la fase estacionaria química

mente enlazada a las partlculas del soporte. Las fases enlazadas se preparan por una 

reacción química entre los grupos hidroxilo de la superficie de las partlculas de sílice y una 

molécula orgánica lineal o un organosilano. Aunque también existen fases enlazadas 

polares que se utilizan en fase normal las que contienen un grupo amino o ciano al final de 

la cadena hidrocartonada, las más ampliamente utilizadas son de naturaleza apolar, con 

una cadena alquílica (octadesilo) enlazada por medio del átomo de silicio del alquílsilano. 

Las particulas de soporte totalmente poroso son de gel de sílice de gran supe!ficie y en 

una gran variedad de tamaños de particula. Los soportes peliculares están formados por 

un nucléo sólido, generalmente esferas de vidrio, recubiertas por una fina capa porosa, 

normalmente de sílice. El tamaño de partícula es muy importante y debe aproximarse a la 

condición ideal, en la que la muestra se pone en contacto con la máxima cantidad de 

superficie de relleno, aproximadamente por debajo de 3 µm de diámetro las partlculas 

empiezan a empaquetarse de manera tan compacta que el líquido no puede bombearse 

con facilidad. El tamaño promedio es de 5 - 15 µm. y en rellenos peliculares presentan 

tamaños de 37 - 42 µm. 
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CONTROL DEL FLUJO DE LA FASE MOVIL (28,30,31,32). 

Las bombas utilizadas en cromatografía líquida realizan la función de proporcionar la 

fuerza necesaria para impulsar el líquido a presiones elevadas. De acuerdo a la función 

que regulan se clasifican en: 

a) bombas de presión constante 

b) bombas de flujo constante 

En general se utilizan caudales de 1 a 2 mllmin, ya que la eficacia aumenta a medida que 

el flujo disminuye. En cromatografia liquida se utilizan presiones de entrada elevadas, a 

causa de la gran reisistencia que ofrece la columna rellena con partículas muy pequer'las, 

la presión aumenta linealmente con el flujo, a presiones elevadas se producen más fugas, 

la inyección resulta dificil y la eficacia disminuye al volverse más denso el liquido y 

reducirse las velocidades de transferencia de masa. 

INTRODUCCION DE LA MUESTRA (28,30,31,32,33). 

En cromatografia de líquidos, las muestras líquidas se pueden inyectar directamente y las 

muestras sólidas deben disolverse en algún disolvente, es conveniente eliminar los sólidos 

de la muestra por filtración, decantación o centrifUgación ya que repetidas inyecciones de 

partículas sólidas puede ocasionar el bloqueo de los sistemas de inyección o de las 

columnas. 

Existen varias formas de realizar la introducción de la muestra: 

a) Inyección con jeringa a través de septum 

b) Inyección con paro de flujo 

c) Inyección por medio de válvulas 

DETECTORES (28,30,31,32). 

Uno de los mayores requisitos instrumentales en CLAR es un detector sensible para el 

monitoreo continuo de los efluentes de la columna. 
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Un detector ideal para CLAR seria uno con las siguientes características: 

- tener una alta sensibilidad y la misma respuesta predecible 

- responder a los solutos, o de otro modo especificidad predecible 

- tener un amplio rango de linealidad 

- no ser afectado por cambios en la temperatura o en el flujo de la fase móvil 

- responder independientemente a la fase móvil utilizada 

- no contribuir al ensanchamiento de las bandas 

- ser confiable y de uso conveniente 

- tener una respuesta que aumente linealmente con la cantidad de soluto 

- no ser destructivo 

- proveer información cualitativa del pico detectado 

- tener una respuesta rápida 

Los detectores disponibles en la actualidad para CLAR permiten una amplia variedad de 

aplicaciones y raras veces la aplicación de la cromatografía de líquidos esta limitada 

seriamente por el detector. Si los componentes de una muestra son muy diferentes y por lo 

tanto difieren ampliamente on sus propiedades físicas, será necesario utilizar dos o más 

detectores en serie para asegurar que cada componente de interés es medido 

adecuadamente. 

Principalmente se utilizan detectores ópticos altamente sensibles, debido a los tamaños 

de muestra tan pequefros que se utilizan, por los que se hace pasar una corriente liquida 

a través de una microcubeta de pequeño volumen, atravesada por un rayo de luz. Las 

variaciones en la intensidad de la luz causadas por absorción UV, emisión de 

fluorescencia, o cambio en el índice de refracción con los componentes de la muestra que 

pasan sucesivamente a través de la cubeta que se registran en forma de variaciones de 

voltaje de salida y se registran gráficamente en un registrador, integrador o computadora 

que proporciona tiempos de retención y áreas de los picos 
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REGISTRADORES (28,30,31,32). 

La sella! del detector es amplificada transformando la medida eléctrica en una sella! 

gráfica que se registra en una banda de papel. El cromatograma es la representación 

gráfica de la intensidad de la sella! frente al tiempo. 

Los parámetros utilizados en cromatografía se encuentran en el apendice 11.1(página 74). 
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2.3 VAUDACION 

La selección de un método analítico es el primer paso para establecer una metodología 

analítica. Se debe conocer perfectamente lo que se pretende medir o cuantificar y conocer 

la precisión y exactitud requeridas, sin perder de vista el aspecto económico y la 

disponibilidad de los recursos en la aplicación del método seleccionado. El definir porqué 

se eligieron ciertas condiciones analíticas es parte del desarrollo. La validación implica el 

demostrar a través de estudios de laboratorio que las características del método cumplen 

los requerimientos para las aplicaciones analíticas (34,35). 

Desarrollo del 
método 

1 
Especificidad 

1 
Linealidad -- Precisión -- Exactitud 

1 
Limite de 
Detección 

1 

1 
1 

Límite de 
Cuantificación 

1 

Figura 2. Representación esquemática del proceso de validación. 
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Como se puede observar en la figura 2, antes de iniciar la validación método y después 

de desanollarto, es importante demostrar su especificidad para evitar, en lo posible, dar 

marcha atrás cuando se ha avanzado en la validación. 

Si el método no es especifico, es necesario regresar al punto de partida, es decir, al 

desarrollo del mismo y tratar de modificarlo para eliminar o separar las interferencias que 

lo hacen inespecifico. 

El error total de un método puede representarse de la siguiente manera: 

Error Total = error sistemático + error aleatorio 

Los errores aleatorios son inherentes a cualquier método y son la variación pennitida 

para el mismo. Sin embargo, los sistemáticos son errores que deben corregirse y 

eliminarse. El error total es una expresión de la exactitud del método y por lo tanto, su valor 

debe ser pequeilo y deberse principalmente al error aleatorio (36,37). 

Pueden existir muchas fuentes de errores sistemáticos. De acuerdo a Wilson, se 

clasifican en 4 categorias: 

1) sistema/calibración 

2) interferencia directa 

3) constantes 

4) proporcionales 

Las fuentes de error 1 y 2 no son detectables mediante procesos estadísticos y por lo 

tanto no existen técnicas para corregirlos. Su presencia solo puede sospecharse por un 

análisis experimental directo o por el conocimiento de la historia de la muestra. Sin 

embargo, las fuentes de error 3 y 4 pueden detectarse por técnicas de diagnóstico 

estadístico, se puede cuantificar su magnitud y por lo tanto sus valores pueden utilizarse 

para hacer correcciones del método (36,37). 
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Un error constante se debe a una respuesta relativa significativa, ya sea positiva o 

negativa, pero no debida a la sustancia de interés, y que puede estar midiéndose 

directamente o puede deberse a una propiedad fisicoquímica del sistema de medición el 

cual es independiente del tamaño de la muestra. 

Un error proporcional es el resultado de un cambio relativo significativo en la respuesta 

de la sustancia por unidad de concentración de la misma, positiva o negativa, atribuible a 

un parámetro del sistema de medición, del procedimiento o del método, cuya magnitud es 

constante en todos los niveles de concentración de la sustancia. 

La linealidad es una manera de descubrir si existen errores constantes o proporcionales en 

el método y eliminarlos (36,37). 

DEFINICION 

La validación puede definirse como el proceso por el cual, mediante estudios de 

laboratorio, queda establecido que la capacidad de un método satisface los requisitos para 

las aplicaciones deseadas (34,35,38,39). 

El proceso de validación incluye la evaluación de parámetros estadísticos como son : 

precisión, linealidad y exactitud como medida del comportamiento del método (39). 

La USP XXIII (27) establece los requisitos necesarios que debe cumplir un método 

farmacopeíco. Así mismo, se reconoce que el tipo de información que se requiere para la 

validación de un método analítico dependerá de la naturaleza de dicho método, por lo que 

los procedimientos de ensayo más comunes se han clasificado como sigue: 

Categoría l. Métodos analíticos para la cuantificación de los principales componentes 

del fármaco o de los principios activos (incluyendo preservativos) en 

productos farmacéuticos terminados. 
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Categoría 11. Métodos analíticos para la determinación de impurezas en fánnacos o 

productos de degradación en et producto fármacéutico tenninado, incluyendo 

ensayos cuantitativos y pruebas de límites. 

Categoría 111. Métodos analíticos para la determinación de las características de 

comportamiento del producto (ej. disolución o liberación de fármacos). 

Los métodos analíticos que son empleados en la determinación cuantitativa de fármacos 

y sus metabolitos en fluidos biológicos juegan un papel importante en la evaluación e 

interpretación de datos de biodisponibilidad, bioequivatencia y farmacocinética (35,38). 

La validación es importante para la interpretación adecuada de tos resultados, cada 

técnica analítica tiene sus características. las cuales pueden variar de fármaco a fármaco y 

del objetivo del estudio. La validación incluye todos los procedimientos requeridos para 

demostrar que et método se puede utilizar en la determinación cuantitativa de la 

concentración de un fármaco en un fluido biológico (38). 

Las técnicas bioanalíticas más utilizadas son: 

1) métodos químicos (cromatografia de líquidos , gases , espectrofotometria de masas) 

2) métodos biológicos (procedimientos basados en inmunoensayos, microbiológicos) 

PARAMETROS PARA EVALUAR LA VALIDACION 

Los parámetros para la aceptabilidad del desarrollo de un método analítico son la 

estabilidad del fármaco en el fluido biológico bajo condiciones de almacenaje del estudio, 

exactitud, precisión, sensitividad, especificidad (selectividad), reproducibilidad, función de 

respuesta (35,38). 

Las etapas en el desarrollo y validación de un método analítico y se pueden clasificar 

en dos fases: 

1 ) fase de desarrollo (definición del ensayo) 

23 



2) fase de aplicación (el método es aplicado al análisis de las muestras de estudios 

fannacocinéticos, de biodisponibilidad y bioequivalencia). 

LINEALIDAD (40) 

Es una medida del grado en que el comportamiento del método analítico se acerca a la 

linealidad, asegurando así que los resultados obtenidos directamente o mediante una 

transformación matemática, son proporcionales a la concentración del principio activo de 

interés, dentro de un rango de concentración determinada. 

LINEALIDAD DEL METODO (35,38) 

Se determina aaicionando el principio activo al fluido biológico libre de fármaco, a 

concentraciones alta, mediana y baja, haciendo el análisis por triplicado para cada 

concentración. 

Criterio de aceptación: 

b=O 
r <: 0.99 r2 <: 0.98 

m=1 

LINEALIDAD DEL SISTEMA(40) 

Se determina construyendo una curva de calibración de una misma solución estándar, 

usando cuando menos 5 diluciones y hac:Íend~ el ~nálisis por duplicado para cada 

dilución. 

Criterio de aceptación 

b=O 
r <: 0.99 r2 ~ 0.98 
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EXACTITUD (40) 

La exactitud es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y el valor de 

referencia. 

EXACTITUD DEL SISTEMA (40) 

Se analizan al menos 6 soluciones del principio activo de manera independiente. 

Criterio de aceptación: 

cv s 2.0% 

EXACTITUD DEL METODO (35,38) 

Se analiza con un mínimo de 5 determinaciones por concentración. 

Criterio de aceptación: 

El valor promedio puede estar entre ± 15 % del valor real. 

Los valores de recobro no menores del 50, 80 y 90 % han sido empleados como límites 

de aceptación, sin embargo es deseable que se aproxime al 100% (35). 

PRECISION (40) 

Es el grado de concordancia entre resultados individuales cuando el procedimiento se 

aplica repetidamente. La precisión es una medida del grado de reproducibilidad y/o 

repetibilidad del método bajo las condiciones normales de operación. 

a) Reprcducibilidad. Esta expresada como la concordancia entre determinaciones 

independientes realizadas bajo condiciones diferentes (diferentes analistas, en diferentes 

días, en el mismo y/o en diferentes laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes equipos) 

(40). 

b) Repetibilidad. Esta expresada como la concordancia obtenida entre determinaciones 

independientes realizadas bajo las mismas condiciones (analista, tiempo, aparatos, etc.) 

(40). 
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PRECISION DEL SISTEMA (40) 

Se detennina mediante el análisis por se>Ctuplicado de una misma solución estándar 

Criterio de aceptación: 

CV:>1.5% 

PRECISION DEL METODO (35,38) 

Se determina con un minimo de 5 determinaciones por concentración (35,38). 

Criterio de aceptación: 

El valor promedio no puede exceder el 15 % del coeficiente de variación (cv). 

ESPECIFICIDAD DEL METODO (35,40) 

Es la capacidad que tiene un sistema cromatográfico de resolver el pico de interés de 

los otros componentes que den sel'lal en el detector (productos de degradación, 

excipientes, otros activos), es decir es el grado en que la medición se debe solo a la 

sustancia por determinar y no a otras que puedan estar presentes en el material a utilizar. 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN FLUIDO BIOLOGICO (35,38,40). 

Verificar si la muestra almacenada a diferentes condiciones presenta algún cambio o 

degradación, tomando en cuenta el tiempo desde que la muestra biológica se obtiene 

hasta el momento en que se procesa para su análisis. 

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA PROCESADA (35,38). 

Verificar si la muestra procesada sufre algún cambio o degradación, con el fin de preveer 

algún problema como puede ser la falta de energía eléctrica , descompostura del equipo 

de análisis o alguna otra causa por la que las muestras no puedan analizarse inme

diatamente. Con esta prueba se asegura la estabilidad en el medio de disolución final y 

dado el caso se dan las condiciones de almacenaje para las muestras. 
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TOLERANCIA DEL SISTEMA (40). 

Es el grado de reproducibilidad de los resultados obtenidos par el análisis de la misma 

muestra bajo modificaciones de las condiciones normales de operación. 

LIMITE DE DETECCION (38,40) 

Es la mínima concentración de una sustancia en una muestra, la cual puede ser 

detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operación 

establecidas. 

LIMITE DE CUANTIFICACION (38,40) 

Es la menor concentración de una sustancia en una muestra que puede ser determinada 

con precisión y exactitud aceptables bajo las condiciones de operación establecidas. 

Las fórmulas empleadas para la evaluación de los parámetros se encuentran en el 

apéndice 11.2 (página 77). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La propatenona posee diversas ventajas sobre los antiarrítmícos actualmente 

disponibles para el tratamiento de afecciones cardíacas. En la mayoría de los pacientes no 
deprime la función ventricular izquierda (con excepción de que exista una alteración 

cardiaca adicional), la incidencia de efectos proarritmicos son comparables o menores que 

la mayorla de los otros agentes antiarritmicos, los efectos adversos no-cardiovasculares 

son bien tolerados (18,19,20). La propafenona tiene marcadas desventajas como son: su 

farmacocinética es dosis dependiente (no lineal (41)), una vida plasmática de eliminación 

corta; la formación de metabolitos activos, donde la velocidad y formación de estos 

depende de las características oxidativas del paciente, siendo el metabolito 5-

hidroxipropafenona tan activo como la propafenona (17,22.23,42); y un amplio rango de 

concentraciones plasmáticas en donde los efectos terapéuticos se pueden presentar. 

La propafenona se incluyo recientemente en el Cuadro Básico de Medicamentos del 

Sector Salud (16), debido a las ventajas que posee sobre otros antiarrltmicos. Es 

necesario contar con un método analítico adecuado que permita cuantificar la propafenona 

y sus metabolitos en plasma, para realizar estudios de biodisponibilidad y farrnacocinética 

que pemiitan establecer el comportamiento de la propafenona y sus metabolitos en sujetos 

mexicanos, ya que los métodos reportados en la literatura no son reproducibles, emplean 

reactivos especiales, técnicas de derivación, así como los tiempos de análisis son muy 

largos y se cuantifica un , o los dos metabolito. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 General 

Desarrollar un método analítico empleando la técnica de Cromatografía Líquida 

de Alta Resolución (CLAR) para cuantificar la propafenona en plasma de seres 

humanos. 

4.2 Específicos 

4.2.1 Desarrollar un método analilico empleando la técnica de Cromatografía 

Líquida de Alta Resolución (CLAR), que permita cuantificar la propafenona 

y sus metabolitos en plasma de seres humanos. 

4.2.2 Validar el método desarrollado 

4.2.3 Evaluar el método desarrollado en muestras de voluntarios sanos. 

l. HIPOTESIS 

5.1 De nulidad 

El método desarrollado para la cuantificación de propafenona en plasma 

de seres humanos no es adecuado si no cumple con los parámetros de 

validación. 

5.2AJtema 

El método desarrollado para la cuantificación de propafenona en plasma 

de seres humanos es adecuado si cumple con los parámetros de 

validación 
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8. MATERIAL Y METODO 

6.1 APARATOS Y REACTIVOS 

Aparatos 

- Cromat6grafo de líquidos de alta resolución Waters/ Millipore: 

Bomba modelo 6000 A 

Inyector automático Wisp 712 

Detector espectrofotométrico de longitud de onda variable Lambda-Max 

modelo481 

Registrador modelo 7 40 

- Potenciómetro Orion Research modelo 701-A 

- Balanza analítica Mettler modelo AE 160 

- Balanza electrónica Mettler modelo PC 2 000 

- Vortex Genia 

- Centrífuga Ou Pont Sorvall GLC-28 

- Micropipetas de 100, 250, 500, 1000 µ 1 

- Cronómetro 

Reactivos: 

- Propafenona LU 41263 estándar interno (Knoll) 

- Clorhidrato de propafenona LU 29007 (Knoll) 

- 5 -OH propafenona LU 40545 (Knoll) 

- N -<lepropilpropafenona LU48686 (Knoll) 

- Fosfato dibásico de potasio R.A.(J.T. Baker) 

- Tris (hidroximetil)-amino metano R.A. (Merk} 

- Metano! HPLC (J.T. Baker) 

- Aoetonitrilo HPLC (Merk) 

- Eter etílico R.A. (Merck) 

-Acido fosfórico R.A. ( J.T. Baker) 
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6.2 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS 

CONDICIONES INICIALES PARA REALIZAR EL DESARROLLO DEL METODO 

- Columna 30 cm x 3.9 mm DI de acero inoxidable empacada con grupos ciano 

enlazados a partículas de silica porosa con diámetro de 5 a 1 O µm. 

- Fase móvil : Solución amortiguadora de fosfato dibásico de potasio 0.1 M pH 7 : 

Acetonitrilo (65:35). 

- Flujo : 1 ml/min 

- Volumen de inyección: 100 µI 

- Longitud de onda : 210 nm 

En el desarrollo del método se evaluaron las variables porcentaje de solución 

amortiguadora de fosfato dibásico de potasio 0.1 M pH=7, acetonitrilo y metano! en la fase 

móvil, así como la velocidad de flujo y el pH de la fase móvil; en la resolución y 

especificidad para la propafenona, el estándar interno y los metabolitos de la 

propafenona. 

6.3 METODO DE EXTRACCION 

El método utilizado para la extracción de la propafenona en plasma es una adecuación 

de los métodos reportados por Hoyer (7) y Kates (10) y se muestra en la figura 3. 
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Figura 3. Procedimiento de extracción para la cuantificación de propafenona en plasma. 

1 mi de plasma + 100 µI de estándar interno 

1 
agitar 15 seg 

1 
adicionar 500 µI de la solución amortiguadora TRIS 0.1 M pH 12 

1 . 
adicionar 7 mi de éter etilico 

1 
agitar en vortex 1 minuto 

l 
centrifugar a 1000 rpm durante 1 O minutos 

l 
separar fases 

1 

fase Jgánica 

1 
evaporar con nitrógeno y baño 
de calentamiento a 40 • e 

l 
reconstituir con 250 ¡11 de fase móvil pH 2.5 

1 
agitar 15 segundos 

1 
inyectar 100 µI al cromatógrafo 
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6.4 PREPARACION DE SOLUCIONES 

Solución amortiguadora de fosfato dibasico de potasio 0.1 M pH=7 

Pesar 17.41 gramos de fosfato dibasico de potasio, colocar en un matraz volumétrico de 

1000 mi, disolver y aforar con agua destilada, ajustar el pH a 7 con acido fosfórico. Filtrar la 

solución con membrana tipo HA de 45µ. 

SOiución amortiguadora de TRIS 0.1 M pH= 12 

Pesar 12.11 gramos de Tris (hidroximetil)-aminometano, colocar en un matraz volumétrico 

de 100 mi, disolver y aforar con agua destila_da. Ajustar el pH a 12 con Hidróxido de sodio 

1N. 

Solución estándar de Clorhidrato de Propafenona. 

Pesar 17.5 mg, y colocar en un matraz volumétrico de 100 mi disolver y aforar con agua 

destilada (concentración de 175.0 µgtml). 

Solución estándar de N-<!epropilpropafenona. 

Pesar 17.5 mg, y colocar en un matraz volumétrico de 100 mi disolver y aforar con agua 

destilada (concentración de 175.0 µg/ml). 

Solución estándar de 5 -OH propafenona. 

Pesar 17.5 mg, y colocar en un matraz volumétrico de 100 mi disolver y aforar con agua 

destilada (concentración de 175.0 µg /mi). 

A partir de las soluciones estandares se efectuaron las diluciones adecuadas para 

obtener las curvas de calibración en plasma y fase móvil pH 2.5 (se ha reportado que a 

este pH la propafenona es estable en solución (2)), tabla 11 y lJI respectivamente. 
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Concentración (ng/ml) 

Punto No. •-- Propafe~ona .. 5~0H propafenona N-Depropilpropafenona 

1 .•· 100 "·· 100 100 

2 250 250 250 

3 500 500 500 

4 700 700 700 

5 1000 1000 1000 

TMll• N. Concentración de estándares de propafenona, 5-0H propafenona y N-depropil
propafenona para la curva de calibración en plasma. 

Preparación del estándar intemo 

Pesar 5 mg de estándar interno (propafenona LU 41263) colocar en un matraz 

volumétrico de 100 mi disolver y aforar con etanol, tomar una alícuota de 2 mi de esta 

solución y colocar en un matraz volumétrico de 50 mi, y aforar con agua destilada 

(concentración de 2µg/ml). 

Concentración (ng/ml) 

Punto No. Propafenona 5-0H Propafenona N-Depropilpropafenona 

1 500 500 500 

2 1000 1000 1000 

3 2000 2000 2000 

4 3000 3000 3000 
- .·. .. 

5 4000 4000 4000 · . .' 

TM118 lll. Concentración de estándares de propafenona, 5-0H propatenona y N·Depropil· 
propafenona para la curva de calibración en fase móvil pH 2.5 
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6.5 VALIDACION DEL METOOO 

Al evaluar los parámetros obtenidos al modificar el porcentaje de la solución 

amortiguadora de fosfato dibásico de potasio 0.1M pH=7, acetonitrilo y metanol, la 

velocidad de flujo así como el pH de la fase móvil, y al analizar los resultados obtenidos de 

la especificidad y de la resolución entre la propafenona, el estándar intemo y los 

metabolitos de la propafenona, se determinó que las condiciones cromatográficas para su 

evaluación en plasma fueran las siguientes: 

- Columna: 30 cm x 3.9 mm DI de acero inoxidable empacada con grupos ciano enlazados 

a partículas de sílica porosa con diámetro de 5 a 1 O µm 

- Fase móvil : mezcla de solución amortiguadora de fosfato dibásico de potasio 0.1 M 

pH=7:acetonitrilo:metanol (75:10:15), ajustar el pH a 7 con ácido fosfórico. 

- Flujo : 1 ml/min 

-longitud de onda: 210 nm 

- volumen de inyección : 100 µI 

Con las condiciones cromatográficas anteriores se procedió a realizar la validación para 

garantizar que el método es adecuado para la cuantificación de propafenona y sus 

metabolitos en plasma. 

LINEALIDAD 

Linealidad del método. 

Se prepararon 5 curvas de calibración de propafenona, 5-0H propafenona y N· 

depropilpropafenona en plasma libre de fármaco a las concentraciones Indicadas en la 

tabla 11 y se sometieron al proceso de extracción mostrado en la figura 3. De esta manera 

se calculó el coeficiente de correlación, la pendiente y el intercepto de los datos de mg 

adicionados contra mg recuperados. 
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Linealidad del sistema. 

Se prepararon 5 curvas de calibración de propafenona, 5-0H propafenona y N- depropil

propafenona en fase móvil pH 2.5 a las concentraciones indicadas en la tabla 111. 

Calculando el coeficiente de correlación, la pendiente y el intercepto al origen de los datos 

de concentración contra la relación de alturas. 

EXACTITUD 

Se evaluó preparando 6 replicas en plasma de la curva estándar de propatenona, 5-0H 

propafenona y N- depropi lpropafenona, deterrninandose el coeficiente de variación. 

PRECISION DEL SISTEMA 

Se determinó mediante el análisis por sextuplicado de una misma solución estándar de 

propafenona, 5-0H propafenona y N-depropilpropafenona en fase móvil pH 2.5, 

calculandose el coeficiente de variación. 

ESPECIFICIDAD 

Se compararon los cromatogramas obtenidos de : 

- Mezcla de los estándares de propafenona, estándar intemo y los metabolitos de la 

propafenona en fase móvil pH 2.5 

- Plasma libre de fármaco 

- Muestra plasmática conteniendo estándar interno, propafenona y sus metabolitos. 

ESTABILIDAD 

Se estudió la estabilidad del fármaco en plasma, preparando 100 mi de la muestra de 

propafenona, 5-0H propafenona y N-<lepropilpropafenona en plasma, separándola en 

fracciones en tubos, tapándolas perfectamente y almacenandolas en congelación (-20º C) 

las muestras fueron analizadas a los 1,2, 3, 5, 1 O y 30 días, a las condiciones de 

temperatura ambiente, las muestras fuerón analizadas a los 1, 2, 3 y 5 día, comparándolas 
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con una muestra recién preparada de igual concentración para detenninar el nivel de 

degradación del fármaco en plasma. 

LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION 

Se determinó el limite de detección y cuantificación en muestras de plasma a las 

concentraciones de 5 y 25 ng/ml de propatenona, 5-0H propafenona y N-depropil

propafenona. 

REPRODUCIBILIDAD 

Se determinó la reproducibilidad del método analizando 3 niveles de concentración de la 

curva de calibración en plasma de propafenona, 5-0H propafenona y N-depropil

propafenona, por dos analistas diferentes en dos días diferentes. 

Las formúlas empleadas para la detenninación de los parámetros se encuentran en el 

apendice 11.2 (página 77) 
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6.6 APLICACION DEL METODO 

Obtención y manejo de las muestras de los voluntarios. 

Se obtuvó sangre venosa de la cara anterior del antebrazo utilizando un catéter 

(punzocat del # 1 B), con el siguiente horario: O, 0.25, 0.50, 0.75, 1, 2, 3, 4, 6, 9, 12, 24 y 48 

horas, después de la administración de 300 mg de propafenona por vía oral, después de 

cada toma de muestra se pasaron 0.2 mi de heparina para mantener permeable el catéter. 

Cada muestra de aproximadamente 5 mi se colocó en tubos previamente heparinizados e 

identificados, se centrifugaron a 2 000 rpm durante 1 O minutos, el plasma fue separado y 

depositado en otros tubos identificados; cubriendolos con papel parafilm y se congelaron 

( - 20 º C) hasta su análisis. 
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7. RESULTADOS 

7.1 DESARROLLO DEL METODO 

En la tabla IV, se muestran los tiempos de retención de la propafenona y sus metabolitos 

al emplear las condiciones iniciales, fase móvil:solución amortiguadora de fosfato dibásico 

de potasio 0.1M pH7:acetonitrilo (65:35), flujo 1 ml/min. 

Tiempo de retención (minutos) 

Propafenona 14.B 

Estándar interno 13.2 

5-0H propafenona 10.6 

N-(jepropilpropafenona 8.8 

Tabl• rv. Tiempo de retención de la propafenona, estándar Interno y los metabolitos de la 
propafenona, con fase móvil de solución amortiguadora de fosfato dibásico de 
potasio 0.1 M pH 7 : acetonitrilo (65:35). 

En la tabla V, se muestran los tiempos de retención de la propafenona, el estándar interno 

y los metabolitos de la propafenona al variar el porcentaje de acetonitrilo y solución 

amortiguadora en la fase móvil, en la figura 4 se observa la representación gráfica del 

comportamiento del porcentaje de acetonitrilo y solución amortiguadora en el tiempo de 

retención de la propafenona, el estándar interno y los metabolitos de la propafenona. En la 

figura 5 se observan los cromatogramas obtenidos al realizar las variaciones en la fase 

móvil de la tabla V y su efecto en la resolución de los picos cromatográficos entre la 

propafenona, el estándar interno y los metabolitos de la propafenona. 
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% de Acetonltrtlo en Tiempo de retención (minutos¡ 
Ja fase móvil 

SoJAmortlgUlldora : Propale nona Std. Interno ~H Propafenona N-DeP10pilpropafenona 
acetonltrtlo 

60:40 11.1 ± 0.55 10.3 ± 0.51 8.5 ± 0.42 7.5 ± 0.37 

65:35 14.8 ± 0.07 13.2 ±0.66 10.6 ± 0.53 8.8 ± 0.44 

70:30 19.1 ± 0.95 16.7 ± 0.83 12.8 ± 0.64 10.4 ± 0.52 

75:25 24.5 ± 1.22 20.9 ±1.04 15.3 ± 0.76 12.1 ± 0.60 

Tlbl• V. Efecto del porcentaje de acetonitrilo y solución amortiguadora en la fase móvil 
en el tiempo de retención de la propafenona, el estándar interno y los metabolitos 
de la propafenona. En la tabla se muestra el promedio de tres determinaciones y 
su error estándar. 
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-•- Propafenona 
-•- Est. Interno 
_,._ 5-0H Propafenona 

-•- N-Depropilpropafenona 

26 ~ ~ n ~ ~ ~ ~ ~ 

Porcentaje de acetonitrilo 

Flgur• 4. Representación gráfica del porcentaje de acetonitrilo y solución 
amortiguadora en la fase móvil y su efecto en el tiempo de retención de la 
propafenona, el estándar interno y los metabolitos de la propafenona , 
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Figur• S. Cromatogramas obtenidos al variar el porcentaje de la solución 
amortiguadora de fosfato dibásico de potasio 0.1 M pH=7 y acetonitrilo, y su 
efecto en la resolución de los picos cromatográficos de la propafenona, el 
estándar interno y los metabolitos de la propafenona. 
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En la tabla VI. Se muestran los tiempos de retención obtenidos al variar Ja velocidad 

de flujo, con fase móvil de solución amortiguadora de fosfato dibásico de potasio 0.1 M 

pH=7:Acetonitrilo (75:25), en Ja figura 6 se observa la representación gráfica y en Ja 

figura 7 Jos cromatogramas obtenidos con estas condiciones. 

Velocidad de flujo Tiempo de Retención (minutos) 
(mi/minutos\ Pronmenona Std. intemo 5-0HP N-Decrocilcrocafenona 

1.0 24.6 ± 1.23 21.1 = 1.05 15.3 = 0.76 12.1 = 0.60 

1.5 16.8 ± 0.84 14.3 ± 0.71 10.4 ± 0.52 8.2 ± 0.41 

2.0 12.3 = 0.61 10.5 ± 0.52 9.6 ± 0.48 6.0 ± 0.30 

Tllll• VI. Efecto de la velocidad de flujo en el tiempo de retención de la propafenona, el 
estándar intemo y Jos metabolitos de Ja propafenona. En Ja tabla se muestra el 
promedio de tres determinaciones y su error estándar. 
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Figul'll l. Representación gráfica del efecto de la velocidad de flujo en el tiempo de 
retención de la propafenona, el estándar interno y los metabolitos de la 
pro paf e nona 
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Figura 7. Cromatogramas obtenidos al variar la velocidad de flujo en la fase móvil: 
solución amortiguadora de fosfato dibásico de potasio 0.1 M pH=7: acetonitrilo 
(75:25) y su efecto en la resolución de los picos cromatograficos de la 
propafenona, el estándar interno y los metabolitos de la propafenona. 
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En la tabla VII, se muestran los valores del tiempo de retención obtenidos al modificar el 

porcentaje de acetonitrilo y metano! en la fase móvil, manteniendo c:cnstante la proporción 

de la solución de fostato dibásico de potasio 0.1 M pH=7, velocidad de flujo 1 ml/min. En la 

figura 8 y 9 se muestra la representación gráfica y los cromatogramas obtenidos 

respectivamente. 

solución Tiempo de Retención (minutos) 
amortiguadora 

% de Acetonnnlo y Propafenona Std.lmemo ~H Propafenona . N-Depropilpropatenona 
metano! 
75:25:0 17.8 ±0.89 12.8 ± 0.64 11.0 ±0.55 9.7 ± 0.48 

75:20:5 18.3 ±0.91 13.8 ± 0.69 11.5 ± 0.57 10.1 ±0.50 

75:15:10 22.1 ± 1.10 17.0 ± 0.85 13.9 ± 0.69 12.0 ± 0.60 

75:10:15 26.8 ± 1.34 21.B :t 1.09 16.7 ± 0.83 14.3 ± 0.71 

75:5:20 27.7±1.39 24.1 ± 1.20 17.5 ± 0.87 14.8 ± 0.74 

Tlbl1Vll. Efecto del porcentaje de acetonitrilo y metano! en la fase móvil, manteniendo 
constante la propotción de la solución amortiguadora, en el tiempo de reten
ción de la propafenona, el estándar interno y los metabolitos de la propafenona. 
En la tabla se muestra el promedio de tres determinaciones y sus error estándar. 
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Figl.n l. Representación gráfica del efecto del porcentaje de acetonitrilo y metano! en 
la fase móvil, manteniendo constante la proporción de la solución amortiguadora 
y su efecto en el tiempo de retención de la propafenona, el estándar intemo y los 
metabolitos de la prcpafenona. 
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Flgu,. 9. Cromatogramas obtenidos al variar la proporción de acetonitrilo y metano! 
en la fase móvil, manteniendo constante la proporción de la solución 
amortiguadora de fosfato dibásico de potasio 0.1 M pH=7 y su efecto en la 
resolución de los picos cromatográficos de la propafenona, el estándar 
interno y los metabolitos de la propafenona. 
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En la tablaVlll. se muestran los tiempos de retención obtenidos al variar el pH de la fase 

móvil: solución amortiguadora de fosfato dibásico de potasio 0.1M pH7: Acetonilrilo: 

Metano! (75:10:15), a una velocidad de flujo de 1 ml/min. En la figura 10 y 11 se muestra la 

representación gráfica y los cromatogramas obtenidos con estas condiciones 

respectivamente. 

Tiempo de Retención (minutos) 

pH de la rase móvil Propafenona Std. lntemo >OH Propafenona N-Oepropilpropafenona 

2.5 13.8 ±0.69 10.4 ± 0.52 9.1 ±0.45 8.5 ± 0.42 

4.0 15.1 ±0.75 11.3 ± 0.56 9.6 ±0.48 9.0 . ± 0.45 . 

5.0 16.4 ± 0.82 12.0 ± 0.60 10.2 ± 0.51 .. . 9.5 ' ± 0.47 ' 

7.0 17.8 ± 0.89 12.8 ± 0.64 11.0 ±0.55 9.3 ± 0.46 

7.7 20.7 ± 1.03 14.8 ± 0.74 11.5 ± 0.59 10.4 ± 0.52 

Tllbl•Vlll. Efecto del pH de la fase móvil en el tiempo de retención de la propafenona, el 
estándar interno y los metabolitos de la propafenona. En la tabla se muestra el 
promedio de tres determinaciones y su error estándar. 
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Flgur• 10. Representación gráfica del efecto del pH de la fase móvil en el tiempo de 
retención de la propafenona, el estándar Interno y tos metabolitos de la 
propafenona. 
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Figura tt. Cromatogramas obtenidos al variar el pH de la fase móvil: solución 
amortiguadora de fosfato dibásico de potasio 0.1 M pH=7:acetonitrilo:metanol 

(75: 1O:15) y su efecto en la resolución de los pioos cromatogrllficos de la 
propafenona, el estándar intemo y los metabolitos de la propafenona. 
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7.2 .. VALIDACION DEL METODO 

Para verificar que el método desarrollado es adecuado para la cuantificación de 

propafenona y sus metabolitos en plasma se realizó la validación. En las tablas IX, X y XI 

se muestran los resultados de la linealidad del sistema a las concentraciones indicadas 

en la tabla 111, para propafenona, 5-0H propafenona y N~epropilpropafenona; y su 

representación gráfica en la figura 12. 

Concentración PROPAFENONA 
<nwmO relación de alturas 

X E.E 
500 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 .. . 0.024 .· 

1000 .0.9!tc <º·96 0.97 : 0.97 0.98 

2000 .:·.:. >:.: .1.89: .,,:1.93 1.89 1.89 .·. ': 1.89 '·· 1.898 :. J 0.094 

3000 '~.~O·.·. ':.· .. 2,86 2.89 2.82 ·. 2.83 

4000 3.80 3.92 3.80 3.94 3.82 '..3.856:: 0.192 

0.99985 0.99975 0.99989 0.99919 0.99988 0.99985 

b 0.01195 -0.02000 0.00920 -0.02878 0.01012 -0.00351 

m 0.00094 0.00097 0.00095 0.00097 0.00094 0.00095 

TM!la IX. Linealidad del sistema para Propafenona 
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Concentración 5-0H PROPAFENONA 
(ng¡'ml) relación de altura$ 

x E.E 
500 0.61 0.64 0.62 0.61 0.61 0.618 ... 0.030 

1000 1.26 1.27 1.28 1.26 1.27 1.268, . 0.063 

2000 _.,' 2.51. .· 2.56 2.52 2.56 2.52 2.534 .. 0.126 

3000 ·3.86 3.66 3.76 3.77 3.66 3.742 0.187 

4000 5.13 5.00 5.11 5.02 5.13 5.076 ·. 0.253 

r 0.99993 0.99959 0.99986 0.99990 0.99917 0.99988 
. 

b -0.04268 0.03506 -0.01591 0.00286 -0.02951 -0.00946 

m 0.00129 0.00123 0.00127 0.00125 0.00127 0.00126 

Tabla X. Linealidad del sistema para 5-0H ·propafenona 

Concentración N- DEPROPILPROPAFENONA 
(ng¡'ml) relación de alturas 

x E.E 
500 0.68 0.68 0.69 0.69 0.68 0.684 0.034 

1000 1.38 1.35 1.33 1.34 1.35 1.35 0.067 

2000 2.70 2.78 2.77 2.79 2.78 2.764 0.138 

3000 4.00 4.10 4.06 4.07 4.07 4.06 0.203 

4000 :5.28 5.20 5.32 5.32 5.32 5.288 0.264 

r 0.99992 0.99882 0.99968 0.99958 0.99964 0.99963 

b 0.05341 0.07689 0.03792 0.04695 0.04341 0.05171 

m 0.00131 0.00130 0.00133 0.00133 0.00133 0.00132 

Tabla XI. Linealidad del sistema para N-depropilpropafenona 
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Figura 12. Representación gráfica de la linealidad del sistema para propafenona, 
5-0H propafenona y N-depropilpropafenona. 

En las tablas XII, XIII y XIV se muestran los resultados obtenidos al realizar la linealidad 

del método para propafenona, 5-0H propafenona y N-depropilpropafenona a las 

concentraciones mostradas en la tabla 11, y la representación gráfica en la figura 13. 
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Linealidad del Método 

cantidad PROPAFENONA 
adicionada cantidad recuperada (ng/ml) 

(ng/mQ x 
20 19.39 21.00 20.50 19.86 20.58 20.26 

100 98.49 99.45 99.72 99.27 98.57 99.10 

250 249.45 251.15 251.71 251.60 249.60 250.63 

500 500.90 501.12 502.61 499.85 498.90 500.67 

700 699.00 700.60 701.00 701.60 701.45 700.73 

1000 1000.50 1001.70 1002.00 999.86 1001.27 1001.06 

r 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 

b -0.9327 0.3661 0.5439 0.1262 -0.8405 -0.1506 

m 1.0012 1.0010 1.0016 1.0004 1.0019 1.0013 

Tabla XII. Linealidad del método para propafenona 

cantidad 5-0H PROPAFENONA 
adicionada cantidad recuperada (ng/ml) 

(ng/ml) x 
20 19.74 19.36 19.26 19.90 19.68 19.58 

100 98.56 99.26 98.36 97.89 97.89 98.48 

250 247.90 249.60 248.00 246.90 246.90 247.93 

500 .• 496.80 498.60 497.26 496.20 496.20 496.98 

700 724.55 723.88 724.00 724.16 724.16 724.14 

1000 986.50 988.26 987.21 986.98 986.98 987.06 

r 0.9994 0.9995 0,9994 0.9994 0.9994 0.9994 

b 0.8698 1.3421 0.5557 0.2574 0.6055 0.7~ 

m 0.9995 1.0003 1.0002 1.0001 0.9995 0.9999 

Tibia XIII. L1neal1dad del método para 5 -OH Propafenona 

53 



cantidad N- DEPROPILPROPAFENONA 
adicionada cantidad recuperada (ngtml) x 1na1mn 

20 18.90 19.00 18.94 19.56 18.36 18.95 

100 94.56 95.16 94.86 95.84 95.16 95.11 

250 238.20 239.68 238.59 239.78 238.84 239.01 

500 476.10 475.96 476.86 477.21 475.19 476.26 

700 663.45 664.56 663.97 665.12 663.21 664.06 

1000 950.25 952.16 951.16 949.86 950.12 950.71 

r 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 

b 0.0768 0.7339 0.2437 1.4596 0.1578 0.4607 

m 0.9498 0.9494 0.9505 0.9438 0.9493 0.9499 

Tlbl• XIV. linealidad del método para N- Oeprop1lpropafenona. 
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Flgurt 13, Representación gráfica de la linealidad del método para propafenona, 5-0H 
propafenona y N-depropllpropafenona. 
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En la tabla XV se muestran los resultados obtenidos al realizar la precisión del sistema 

para la.propafenona, 5-0H propafenona y N-<lepropilpropafenona a la concentración de 

500 ng/ml. 

Propafenona 5-0H Propafenona N-Decrooilorocafenona 
0.75 1.09 1.87 
0.75 1.08 1.87 
0.75 1.09 1.88 
0.75 1.07 1.88 
0.75 1.09 1.86 
0.76 1.09 1.85 

n= 6 6 6 
X= 0.751 1.085 1.868 

O.E= 0.00408 0.00836 0.01169 
D.E.R= 0.5431 0.7711 0.6257 .. 

TMll.XV. Prec1s1ón del sistema para propafenona, 5-0H propatenona y N-<leprop1l
propafenona. 

En la tabla XVI, XVII y XVIII se muestran los promedios obtenidos al realizar la exactitud 

del método para la propatenona, 5-0H propafenona y N-<lepropilpropatenona 

respectivamente en base a la curva estándar. 

PROPAFENONA 

Cantidad adicionada Cantidad recuperada % recuperado Coeficiente de 
lna/mll lna/mll variación 

20 19.90 99.52 1.60 

100 99.50 99.5 1.36 

250 .· 247.00 98.80 1.45 
.. -

500 501.35 100.27 1,15 ·. 

700 696.70 99.52 0.56 

1000 1000.40 100.04 0.74 

Tabla XVI. Exactitud del método para propafenona 
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Exactitud del método 

5-0H PROPAFENONA 

Cantidad adicionada Cantidad recuperada % recuperado Coeficiente de 
lno/ml) lno/mll variación 

20 19.70 98.53 1.91 

100 98.50 98.50 1.20 

250 248.00 99.20 0.53 

500 496.70 99.34 0.49 

700 724.55 103.51 0.46 

1000 986.35 98.63 1.06 

Tllbl• XVII. Exactitud del método para 5-0H propafenona 

N-DEPROPILPROPAFENONA 

Cantidad adicionada Cantidad recuperada % recuperado Coeficiente de 
(na/mil lnatmll variación 

20 18.90 94.54 ,,2.57 

100 94.50 94.25 •. 2.25 

250 238.20 ,95.29 . 2.11 

500 476.10 95.22 .. .,.0.88. .. 
700 663.45 .. 94.78 .. ·.1.32 "· . 

1000 950.25 95,02 ....•. .· 
.. 0.68 . ·.· 

Tllbl• lNIH. Exactitud del método para N· depropilpropátenona 
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En las tablas XIX, XX y XXI se muestran los resultados obtenidos al realizar la 

reproducibilidad del método por dos analistas en dos días diferentes. 

Analista 
1 2 

100.30 102.31 
99.97 104.32 

1 97.79 98.05 
97.51 83.81 

o 96.58 86.88 
í 102.05 104.21 
a 104.32 98.47 

95.24 110.85 
2 97.79 108.86 

97.51 104.32 
109.29 106.25 
99.79 110.12 

Tabla XIX. Datos para evaluar la reproducibilidad del método para propafenona con dos 
analistas en dos días diferentes. 

Analista 
1 2 

120.34 121.79 
112.67 127.34 

1 112.17 131.40 
111.88 114.52 

D 115.32 114.33 
í 105.56 128.64 
a 120.47 118.76 

118.76 120.64 
2 114.01 122.05 

114.19 124.61 
123.91 124.61 
123.91 124.61 

Tabla XX. Datos para evaluar la reproducibilidad del método para 5-0H propafenona, 

con dos analistas en dos días diferentes. 
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Analista 
1 2 

85.61 90.96 
80.68 96.52 

1 79.81 93.17 
77.49 92.42 

o 81.73 78.91 
í 79.11 83.31 
a 80.09 93.99 

82.96 96.52 
2 82.58 91.71 

88.31 94.51 
82.23 95.91 
86.11 92.42 

Tlbl• XXI. Datos para evaluar la reproducibilidad del método para N-<jepropil
propafenona, con dos analistas en dos días diferentes. 

Fuente de g.I Fcalculada 

variación propafenona S.OH propafenona N-Depropilpropafenona 

DIA 1 1.9432 0.7450 15.6294 

ANALISTA 1 0.1705 4.0000 89.2254 

INTERAC. 1 3.0110 2.5923 0.3715 

ERROR 20 

Ftablas 

.161.4 

161.4 

4.35 

Tlbl• XXN. Resultados obtenidos al realizar el análisis de varianza de dos factores en el 
disello completamente aleatorio para la reproducibilidad del método, 
empleando los datos de las tablas XX, XXI y XXII para propafenona, 5-0H 
propafenona y N-<jepropilpropafenona respectivamente. 

LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION 

Al evaluar las concentraciones de 5 y 25 ng/ml de propafenona y sus metabolitos en 

plasma se determinó que la concentración minima detectable y cuantificable es de 

20ng/ml. 
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FALLA DE Of1lGEN 

ESPECIFICIDAD 

En la figura 14 se muestra la especificidad del método al emplear la mezcla de 

estándares en fase móvil pH = 2.5, plasma libre de fánnaco y muestra plasmática 

conteniendo estándar intemo, propafenona y sus metabolitos. 

1 

FASE 

MOVIL 

1 

• " 
BLANCO PLASMA 

+ 
DE PLASMA MUESTRA 

Figura 14. Cromatogramas que muestran la especificidad del método para la propafenona, 

el estándar interno y los metabolitos de la propafenona. 
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ESTABILIDAD 

En la tabla XXIII y XXIV se muestran los resultados obtenidos al realizar la estabilidad 

de la propafenona, 5-0H propafenona y N- depropilpropafenona en plasma a una 

concentración de 500 ng/ml, a temperal\Jra ambiente y de congelación (-20 'C) 

respectivamente. 

Día Pro paf e nona 5-0H Propafenona N- Oepropilpropafenona 

1 100.5 100.6 101.5 

2 99.47 100.32 99.5 

3 99.47 100.61 100.08 

5 98.61 99.87 99.20 

TMll• XXII. Resultados obtenidos al realizar la estabilidad de la propafenona, 5-0H 
propafenona y N- depropilpropafenona en plasma a temperatura ambiente. 

Ola Propafenona 5-0H Propafenona N- Oepropilpropafenona 

1 100.27 101.36 99.86 

2 100.63 ·.:100.32 99.95 

3 99.84 . 98.03 99.89 

5 98.65 99.88 100.0 

10 98.26 100.40 99.50 

30 99.02 100.24 99.38 

TRI• XXIV. Resultados obtenidos al realizar la estabilidad de la propafenona, 5-0H 
propafenona y N - depropilpropafenona en plasma a temperatura de 
congelación (-20'C). 
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7.3 APLICACION DEL METODO 

El método se empleo para la cuantificación de muestras plasmáticas de dos voluntarios, 

los resultados obtenidos son mostrados a continuación, detenninandose solamente la 

propafenona y 5-0H propafenona, el metabolito N-depropilpropafenona no se detecto. 

Resultados del estudio in vivo 

Voluntario 1 

Tiempo 
(hrs) 

o.o 
0.25 
o.so 
0.75 
1.0 
1.5 
2.0 
2.5 
3.0 
4.0 
6.0 
9.0 

12.0 
24.0 
48.0 

PROPAFENONA 5-0HP 
Concentración Concentración 

(ng/ml) (ng/ml) 
o.o o.o 

14.7 146.1 
161.2 108.9 
144.9 76.8 
85.6 54.3 
63.5 44.8 
47.3 78.6 

50.9 112.0 
63.5 190.2 

1837.6 779.1 
535.5 272.7 
193.8 87.0 
161.2 70.1 
63.5 9.5 
47,3 19.5 
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Voluntarioll 

Tiempo 
(hrs) 
o.o 
0.25 
0.5 
0.75 
1.0 
1.5 
2.0 
2.5 
3.0 
4.0 
6.0 
9.0 

12.0 
24.0 
48.0 

PROPAFENONA 
Concentración 

(ng/ml) 
o.o 
9.1 

12.3 
12.3 
47.9 
89.7 

273.7 
544.8 
936.3 

1282.6 
650.2 
334.0 
138.2 
62.9 
27.3 

5-0HP 
Concentración 

(nglml) 
O.O 
8.6 

30.5 
47.5 
47.5 
134.8 
190.3 
217.0 
529.3 
386.5 
190.3 
234.9 

74.3 
11.8 
11.8 
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Figura 15. Determinación de propafenona y 5-0H propafenona en plasma, voluntario 1 
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Figura 11.Determinación de propafenona y 5-0H propafenona en plasma, voluntario 11. 
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l. ANAUSIS DE RESULTADOS 

DESARROLLO DEL METODO 

Se evaluó en cada una de sus etapas con los paramétros de resolución y especificidad 

para cada uno de los componentes: propafenona, estándar interno, 5-0H propafenona y 

N-depropilpropafenona. 

En la tabla IV se muestran los tiempos de retención obtenidos al emplear las 

condiciones iniciales y en la figura 5 se muestra el cromatograma obtenido en estas 

condiciones, la especificidad es adecuada pero la resolución no, el estándar interno 

presenta propiedades cromatográficas semejantes a la propafenona por lo que su tiempo 

de retención es semejante, sucediendo lo mismo entre los dos metabolitos. Con base en 

estos resultados se decidió modificar el porcentaje de acetonitrilo y de la solución 

amortiguadora de fosfato dibásico de potasio 0.1M pH= 7 en la fase móvil, las condiciones 

y resultados obtenidos se muestran en la tabla V y la representación gráfica de estos 

resultados en la figura 4, en donde se observa el efecto de la variación del porcentaje de 

acetonitrilo y solución amortiguadora en el tiempo de retención. Los cromatogramas 

obtenidos con estas condiciones se muestran en la figura 5. Se observó que a un 

porcentaje entre 25 y 30 % de acetonitrilo se obtiene una adecuada separación entre la 

propafenona y el estándar interno y entre los dos metabolitos, eligiéndose la proporción de 

acetonitrilo en la fase móvil de 75:25 (solución amortiguadora de fosfato dibásico de 

potasio 0.1M pH 7 : acetonitrilo). Con esta proporción se logra una mejor separación entre 

el estándar interno y el metabolito 5-0H propafenona, que con la proporción 70:30. 

El tiempo de corrida bajo las condiciones anteriores fue de aproximadamente 30 minutos, 

por lo que se modificó el flujo de la fase móvil; las condiciones propuestas y resultados se 

muestran en la tabla VI y la representación gráfica y los cromatográmas obtenidos en las 

figuras 6 y 7, respectivamente. La resolución bajo estas condiciones se ve afectada solo 

con los flujos de 1.5 y 2 mi/minuto entre el estándar y la propafenona y el tiempo de 
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retención se ve disminuido, por lo que se decidió modificar la fase móvil adicionando 

metano! y manteniendo constante la proporción de la solución amortiguadora de fosfato 

dibásico de potasio 0.1 M pH 7. Las condiciones y los resultados obtenidos se muestran en 

la tabla VII, la representación gráfica y cromatogramas obtenidos en las figuras 8 y 9, 

respectivamente. Los cromatogramas obtenidos muestran que al variar la proporción de 

acetonitrilo y metano! se favorece la resolución entre los picos cromatográficos de 

propafenona y el estándar intemo, y entre los dos metaboiitos, eligiéndose la proporción 

de 75:10:15 (solución amartiguadora de fosfato dibásico de potasio 0.1M pH7 

:acetonitrilo:metanol) que presenta una buena resolución. 

Con el fin de garantizar un tiempo de vida adecuado para la columna, otro de los 

parámetros que se evaluó fue el pH de la fase móvil, ya que el intervalo de pH adecuado 

para la columna es de 2 a 7. Las condiciones propuestas y los resultados obtenidos se 

muestran en la tabla VIII. La representación gráfica y los cromatogramas obtenidos en las 

figuras 1 O y 11, respectivamente. En la figura 1 O se observa que el aumento del pH de la 

fase móvil incrementa linealmente el tiempo de retención de la propafenona, del estándar 

intemo y de los metabolitos de la propafenona. En la figura 11 se muestran los 

cromatogramas obtenidos al realizar la modificación del pH de la fase móvil, obteniendose 

una separación adecuada entre pH 7 y 7. 7 . A pH menores los picos cromatográficos se 

juntan disminuyendo la resolución entre ellos. Debido a que el limite superior de pH de la 

columna es de 7 y no es adecuado trabajar a pH=7. 7 ya que se rebasa dicho límite; por lo 

tanto se eligio el pH de 7. 

Al evaluar los parámetros obtenidos al modificar el porcentaje de acetonitrilo y de 

solución amortiguadora de fosfato de potasio 0.1M pH=7, la velocidad de flujo, el 

porcentaje de acetonitrilo y del metano!, así como el pH, y al analizar los resultados 

obtenidos de la especificidad y la resolución entre la propafenona, el estándar intemo y los 

metabolitos de la propafenona se determinó que las condiciones cromatográficas para 

evaluar la propafenona y sus metabolitos en plasma fueran las siguiente : 
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·Columna: 30 cm x 3.9 mm DI de acero inoxidable empacada con g11.1pos ciano 

enlatados a partículas de sílice poroso con diámetro de 5 a 1 o µm. 

• Fase móvil: Mezcla de solución amortiguadora de fosfáto dibásico de potasio 0.1 M pH=7 

acetonitrilo-metanol (75:10:15) ajustar el pH a 7 con ácido fosfórico o hidróxido de sodio 

1N. 

• Flujo 1 ml/min 

·Longitud de onda 210 nm 

VALIDACION DEL METODO 

Se realizó empleando las condiciones cromatográficas mencionadas arriba. En la tablas 

IX.X y XI se muestran los resultados obtenidos al realizar la linealidad del sistema para 

propafenona, 5-0H propafenona y N-depropilpropafenona. En la figura 12 se muestra la 

relación lineal que presentó el método cromatográfico, se graficó la concentración (ng/ml) 

de propafenona contra la razón de alturas entre la propafenona y el estándar interno; 

realizándose lo mismo para los dos metabolitos; la linealidad del sistema se analizó en el 

rango de 500 a 4000 ng/ml. Mediante un análisis de regresión por el método de mínimos 

cuadrados se obtuvo la ecuación de una linea recta con los parámetros de pendiente, 

intercepto y coeficiente de correlación para propafenona, 5-0H propafenona y N· 

depropilpropatenona, siendo la ecuación de la recta para la propafenona Y= 0.00095 X • 

0.00351, para el 5-0H propafenona Y = 0.00126 X -0.00946 y para la N

depropilpropafenona Y= 0.00132 X +0.05171 . 

Así mismo, se realizó la linealidad del método con plasma cargado para propafenona y 

sus metabolitos en un rango de 20 a 1000 ng/ml , obteniéndose los resultados de la tablas 

XII.XIII y XIV, en la figura 13 se muestra la relación lineal obtenida al graficar la cantidad 

adicionada contra la cantidad recuperada para propafenona, 5-0H propafenona y N

depropilpropafenona, los parámetros obtenidos al realizar el análisis de regresión por 

mínimos cuadrados se muestran en las mismas tablas. Obteniéndose la siguiente 

ecuación para la recta de propafenona Y= 1.0013 X -0.1506, para 5-0H propafenona 
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Y= 0.9999 X + 0.7046 y para N-depropifpropafenona Y= 0.9499 X + 0.4607, con 

coeficientes de correlación iguales a 0.99. 

La tabla ~ muestra Jos resultados de la precisión del sistema en donde se observa que 

el coeficiente de variación obtenido con la propafenona y sus metabolitos es menor al 2% 

lo que indica que el método es preciso. La exactitud se analizó al efectuar recobros de 

cantidades conocidas adicionadas a muestras de plasma "blanco" de propafenona y de 

sus metabolitos siguiendo el método de extracción de la figura 3. En las tablas ~l. ~11 

y XVIII se muestran Jos resultados de la exactitud del método para propafenona y sus 

metabolitos, observándose que todas las concentraciones evaluadas se encontraro_n por 

encima del 85 % de recobro, lo cual indica una aceptable recuperación de Ja propafenona 

y los metabolitos al emplear el método de extracción de la figura 3. En la tabla XXII se 

muestran Jos resultados obtenidos al evaluar la reproducibilidad del método con los datos 

de fas tablas XIX, XX y XXI para propafenona, 5-0H propafenona y N

depropilpropafenona, con dos diferentes analistas en dos días diferentes, indicando que 

no existen efectos debido al día, al analista, o a la interacción día-analista. En los 

cromatogramas de la figura 14 se observa la especificidad del método al adicionar a la 

fase móvil pH 2.5 y al plasma una mezcla de propafenona, estándar interno y los 

metabolitos de la propafenona, así como el cromatograma del plasma libre de fármacos, 

mostrando que el método es específico para cada una de las sustancias. Los resultados 

obtenidos al realizar la estabilidad de la propafenona y sus metabolitos en plasma a 

temperatura ambiente y de congelación (-20 ºC) son mostrados en las tablas XXIII y XXIV 

respec:tivame ya que el valor de la media del factor 1 (condición I tiempo) se encuentra 

dentro del intervalo de 98 -102 % especificado para métodos cromatográficos. 

APLICACION DEL METODO 

Para evaluar el método se analizaron muestras de dos voluntarios a Jos cuales se les 

administraron oralmente 300 mg de propafenona en una dosis única, Obteniéndose los 

perfiles farmacocinéticos mostrados en la figura 15 y 16, indicando que el método es 

adecuado para la cuantificación de propafenona y 5-0H propafenona, el metabolito N· 
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depropilpropafenona no se detecto en las muestras de plasma evaluadas, ya que la 

fonnación de los metabolitos depende de las características oxidativas y genéticas de 101 

voluntarios, también se observó que los niveles plasmático• obtenidos son mayores de 

1000 ng/ml por lo que es conveniente realizar dos puntos con concentraciones mayores de 

para garantizar una mejor determinación y cuantificación de la propafenona y sus 

metabolitos. 
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9. CONCLUSIONES 

Se encontraron las mejores condiciones cromatogáficas para la evaluación de 

propafenona y sus metabolitos en plasma : 

- Columna: 30 cm x 3.9 mm DI de acero inoxidable empacada con grupos ciano enlazados 

a partículas de sílice poroso con diámetro de 5 a 10 µ m. 

- Fase móvil: Mezcla de solución reguladora de fosfáto dibásico pH=7-acetonitrilo-metanol 

(75:10:15) ajustando el pH a 7. 

- Flujo 1 ml/min 

- Longitud de onda 210 nm 

La validación del método indica que es lineal para propafenona con Y= 1.0013 X -

0.1506 , para 5- OH propafenona Y= 0.9999 X+ 0.7046, y para N-depropilpropafenona 

Y= 0.9499 X+ 0.4607; con coeficientes de correlación iguales a 0.99, exacto con valores 

de porciento de recobro del 94 al 103 % , preciso con coeficientes de variación menores al 

2%, con límite de cuantificación de 20 ng/ml; y reproducible debido a que no existe efecto 

debido al día, al analista o a la interacción día-analista. La especificidad del método indica 

que no hay interferencia con compuestos endógenos presentes en el plasma, ni con los 

posibles metabolitos ya que estos también fuerón evaluados en el desarrollo y validación 

del método. El método se empleo en la cuantificación de muestras plasmáticas obtenidas 

en dos voluntarios. 

El análisis de resultados permite no rechazar la hipótesis alterna: El método 

desarrollado para la cuantificación de propafenona en plasma de seres humanos es 

adecuado si cumple con los parámetros de validación. 

Se sugiere realizar 2 puntos de concentración mayor de 1000 ng/ml en la curva de 

propafenona, 5-0H propatenona y N-depropilpropafenona en plasma para garantizar una 

adecuada determinación y cuantificación en las muestra plasmáticas de los voluntarios en 

los estudios biofarrnacéuticos. 
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11. APENDICE 

11.1 PARAMETROS EMPLEADOS EN CROMATOGRAFIA 

Dentro de la cromatografía se manejan algunos ténninos y simbolos característicos, siendo 

los más importantes: 

Tiempo de retención (t..) 

Es el tiempo que la muestra permanece en la columna y se mide desde el momento en que 

se introduce la muestra al sistema hasta que se obtiene el mállimo de su respuesta. Este 

tiempo de retención es característico para cada compuesto bajo las mismas condiciones 

de operación (figura 15). 

Tiempo Muerto (t. ó t... ) 
Es el tiempo que se necesita para eluir un compuesto que no se retenga en la columna, o 

sea, que no interacciona con la fase estacionaria (figura 15). 

Tiempo de retención aj119hldo (t.ol 
Es la diferencia entre tR y t.. y este es el tiempo que el compuesto permanece en la fase 

estacionaria (figura 15). 

Figure 15. Cromatograma de los compuestos A y B 
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Ancho de la Bue del Pico (Wb) 

Es la línea base interceptada por las tangentes trazadas a ambos lados de la sel'lal 

cromatográlica (pico del cromatograma figura 16). 

RHOluclón 

Es una medida cuantitativa del grado de separación obtenido entre dos compuestos y se 

puede calcular mediante la siguiente fórmula: 

Á f: fR2·f1ft 

R=2-ill
IV., + W. 

w. y Wo son los anchos de los picos de los compuestos a y b (figura 16 ). 

Figura 11. Resolución de los compuestos A y 8, 
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Selectiviüd o Rttenc:ldn Rtlltlv• 

Esto es la eficiencia del disolvente y su valor es : 

a=!E_=k'=k', 
'•• k, k', 

donde: 

IR son los tiempos de retención ajustados de los compuestos 1 y 2 

k son los coeficientes de distribución 

k ' son los factores de capacidad 

Para optimizar la selectividad se pueden hacer cambios de la fuerza iónica de la fase móvil 

cambiando el porcentaje del cosolvente, el pH, la temperatura, el empaque de la columna 

o realizar efectos químicos especiales tales como complejación o par iónico. 

FKtor dt CllpKlüd (K') 

Es la medida del equilibrio de distribución que existe para un determinado compuesto entre 

la fase móvil y estacionaria. Dada la forma en la que afecta este parámetro a la resolución, 

su valor debe permanecer entre 2 y 1 O. 

Númtn> dt pllltOa ttórlca (N) 

La eficiencia de una columna cromatográfica se mide por el número de platos teóricos. 

Este parámetro se calcula por medio de la siguiente fórmula: 

N=16(~)' 
IV,, 

t r = tiempo de retención del pico 

W •=es el ancho de la base del pico medido en las mismas unidades (mm, s, etc.) y se 

obtiene por extrapolación de las tangentes a los puntos de inflexión de la linea base 

(figura 16). 
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Altura de un plato ttórico (HETP) 

La al!ura de un plato teórico de una columna esta dada por. 

H=.f. 
11 

L = longitud de la columna 

n = número de platos téoricos 

H depende del tamal'lo de la partícula del empaque de la columna 

11.2 FORMULAS ESTADISTICAS EMPLEADAS EN LA VALIDACION 

1. Desviación estándar (DE) 

2. Coeficiente de variación (CV) 

3. Error estándar (E) 

(.r-x)' 
DE=---

11-l 

CV=DE2l00 
X 

E-DE - .¡;; 
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4. Media(x) 

5. Coeficiente de correlación (r) 

- ~X X=-
11 

(111(~xr)-~x~r)' · 
r= (m(}:x')-((~x)')(ii/J(~r')-(~r)') 

6. Límite de confianza (< 95 % ) 

7. Pendiente ( m ) 

8. Intercepto (b) 

. X 
L95%=-±tDE 

. /1 

h=Y-mX 

9. Error estándar de regresión ( Sylx ) 

(11(r-r)') 
Sh- 11-2 
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1 O. Coeficiente de determinación ( r2 ) 

, (11I;xr- I;xI;r)' 
,. = (11I:x' -(I;x)')(11I:r' -(I;r)') 

11. Tabla para el análisis de varianza. 

Fuente de variación grados de Suma de Media de · 
libertad cuadrados cuadrados· 

Analista ( /) 1-1 sea Sr.a I gl a 

Día(}) J-1 SCd. · .•. Scd/gld 
', ~ - ... - ' . :· 

interacción (1·1)()·1) SCad. Scad/gl ad 
Analista-dia ( IJ ) e:.· ,. ' ' 
Error( Ul Ir u (11-1) SCe ~/gle 

CL = 0.05 

Si Fcal.a < F 0.95, No hay ete<:lo d~bldo al anali~ta. 
Si Fcal.d < F o.95, No hay et~o Peirel cilll. 

Fcat 

CM a/CM e 

CMd/CMe 

CMad/CMe 

Si Fcal.ad < F0.95, No hay efecio.por Interacción día-analista 

Fo.os 

Fgl a/ gl e 

Fgld/gle 

Fgl ad I gl e 

ESTA TESIS HO OERE 
S~Uí{ üE u; 31Bl.iílíEL 
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