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Va\idaclOn de un Método Anallt1co para Cuantificar Naproxeno SOd\co en Plasma por CLAR en una 
comblnacl6n de Naproxeno S6d1co con. Clorhidrato de Ambroxol. 

TITULO: 

"VALIDACIÓN DE UN MÉTODO ANALiTICO PARA CUANTIFICAR 
NAPROXENO SÓDICO EN PLASMA POR CLAR EN UNA 

COMBINACIÓN DE NAPROXENO SÓDICO CON 
CLORHIDRATO DE AMBROXOL" 
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Validación de un Método Anallllco para cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

O B J E T V O S. 
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Valldaclón de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación ae Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

OBJETIVOS: 

. . . 
ADECUAR UN MÉTODO ANALITICO POR CRÓMATOGRAFIA 

DE LfOUIDOS DE ALTA RESOLUCIÓN PARA. CUANTIFICAR NAPROXENO 
SÓDICO EN PLASMA EN PRESENCIA DE CLORHIDRATO D.E.AMBROXOL. 

VALIDAR UN MÉTODO ANALÍITICO PARA DETERMINAR 
NAPROXENO SODICO EN PLASMA EN PRESENCIA DE CLORHIDRATO 
DE AMBROXOL.. 
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Valld1clón de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Napro>c:eno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. · 

1 

NTRODU-CC O N 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

1. INTRODUCCIÓN 

La humanidad desde sus comienzos se ha preocupado por buscar formas que 
ayuden a conservar la salud y aliviar el dolor. A finales de la edad media 
aparecen las preparaciones medicamentosas a base de extractos vegetales y 
sustancias arcillosas, dando así inicio a lo que actualmente conocemos como 
Industria farmacéutica (1). 

Como todas las induslrias tienen su período de auge, la industria farmacéutica no 
fue la excepción. Al producirse los medicamentos a escala Industrial y sin 
lineamientos especificas sobre su elaboración, sugieren graves problemas. Tal 
fue el caso que ocurrió en los Estados Unidos de Norteamérica en 1930, con una 
grave intoxicación en una población bastante. considerable, con un elixir de 
sulfanilamida que contenía un agente extremadamente tóxico, dietilenglicol. Por 
lo que el congreso de este pais dicto el acta Food Drug and Cosmetics FD&C, el 
cual estipulaba que se. deberían elaborar productos seguros y confiables, 
además del acta que ya se habia creado en 1906 Food Drugs Administrations 
(FDAJ, la cual regulaba .las ·condiciones para la elaboración de 'medicamentos y 
alimentos (2)., · 

Pero .noJue hasti;¡;1976,' cuando se l~gisló la FDA, dando asi un mayor peso 
regulatorio 'y al misriío tiempo' la FDA;- emite una serie de modificaciones a sus 
propuestas anteriores; incluyendo ai¡Ui por primera vez el concepto de validación 
(2). '' '-~_:;:,,. :,· •. ,"'"'.:y.;·. '·'•' 

-:.\-.\'.·.-:t~_;_'._., 
· 1·.'<· 

En Méxi~o la .iriclu'siria i<lrmacéutíi:á
0 

se bas~ principalmente en las regulaciones 
emitidas por la Secietaria d~.~álud y/o .lósae la FDA; .: 

En l~s dos. últim<ls dé~~d~~ ~e ha discGüdo much~ acerca de la validación de 
procesos y de_:C:on!Íol dé los. procesos farniaééuticos debido en gran medida a 
que', el desarrollo de'los productos y procesos farmacéuticos no se llevan a cabo 
de una manera adecuadá;'. Es.por.ello que surge la necesidad de la validación. 
Con Ja finalidad'de obtener ménos'·errores, menos demoras y una buena calidad 
en 1.os 'resultados,· para lograrp'roéfúctos ·.con garantía para la preservación de Ja 
salud (3): ::::• .·' 

La Federal Drug ,t\dmiqisÍratia'ri. (FDA) define la validación como un proceso 
documentado que propoicio'na una gran seguridad de que un proceso especifico, 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

generará consistentemente un producto que cumpla con las especificaciones y 
atributos de calidad y diseño preestablecido-;. Mientras que La Secretaria de 
Salud (SSA) define a la validación como un método científico que proporciona la 
evidencia documental, para demostrar la confiabilidad, reproducibilidad y 
efectividad de cualquier operación o proceso (3). 

Por lo anterior se ha comprobado que cada vez es más necesario contar con 
métodos analiticos confiables (4). En el presente trabajo se pretende validar un 
método analltico por cromatografía de líquidos de alta resolución para cuantificar 
naproxeno en plasma en una combinación de naproxeno sódico con clorhidrato 
de ambroxol, de acuerdo a los últimos requerimientos para fluidos biológicos 
emitidos por los diferentes organismos regulatorios, mundialmente reconocidos 
(4, 5 y6). 

Es necesario considerar,· que . la especificidad del método es un punto ;nuy 
Importante a evaluar; .durante la validación del método analítico. Sobre todo en 
este caso, donde ·el métodó se desea utilizar en un estudio de bioequivalencia de 
un pro.dueto, que pose.edos activos diferentes dentro de la misma formulación. 

En genéral, Ía ~~líd'a~ió~ déi método consistirá en ~valuar lo siguiente: 

• - Especificidad, .. 
• - Linealidad · 
• - Repetibilidad 
• • Exactitud 
• - Limite de detección.· 
• • Limite de cuantificación. 
• - Estabilidad de 1a muestra 
• - Robustez del si~tema cromatográfiéo. 

En .1.a úlUma década en diversos paises, el tema de la biodisponibilidad de los 
fármacos ha sido motivo de preocupación para las Autoridades de Salud, sobre 
todo en los concerniente a seguridad y eficacia terapéutica. Por lo que resulta 
Importante' efectuar pruebas tales como disolución, estabilidad y pruebas de 
biodisponibilídad biológica, como características de calidad durante el desarrollo 
y la evaluación clínica de un medicamento (6, 7 y 8). 
Las cualidades terapéuticas de un fármaco, deben estar basadas en evidencias 
clínicas, sin embargo, un fármaco cuya efectividad ha sido probada, puede llegar 
a ser un medicamento no erectivo, debido a la poca biodisponibilidad del principio 
activo (7). 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en une 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

En los estudios de disponibilidad biológica, realizados en el hombre se usan 
concentraciones en sangre, y/o concenlraciones en orina del fármaco intaclo y/o 
productos de biotransformación. Tales estudios . deben estar debidamente 
diseñados y evaluados para que puedan revelar la verdadera disponibilidad de 
los fármacos. Si dicho estudio es diseñado y ejecutado adecuadament~. es 
suficiente un número pequeño de voluntarios para poder obtener datos 
confiables, y así determinar los pricipales parámetros farmacocinéticos como son: 
tiempo al que se alcanza la máxima concentración, tiempo de vida media 
biológica, conslante de absorción, constante de eliminación, concentración 
plasmática máxima alcanzada, cantidad total absorbida, Area bajo la curva. Esto 
siempre y cuando se cuente con un método analitico peñectamente validado 
para su cuantificación (7, 8 y 10). 

En un estudio de biodisponibilidad, los parámetros farmacocinéticos que se 
evaluan son: tiempo al que se alcanza la máxima concentración, constante de 
eliminación, concentración plasmática máxima alcanzada, cantidad total 
absorbida, áreas bajo la curva a diferentes tiempos. Sin embargo los párametros 
que se utilizan estadísticamente para determinar la biodisponibilidad y/o 
bloequivalencia según los organismos regulatorios son: area bajo la curva (AUC), 
concentración plasmática máxima (Cmáx) y tiempo al que se alcanza la máxima 
concentración del analito en cuestión. Los organismos regulatorios que 
establecen lo anterior son: Food Drug Administration (FDA.) y la Comunidad 
Económica Europea (CEE) (10). 

Cuando se.va a realizar un estudio. de bioequivalencía y/o biodisponibilídad, lo 
primero que se.d.ebe de realizar antes que nada, es una investigación exhaustiva 
de tcido 10· que se haya: realizado referente al fármaco de interés. Esto por 
acuerdo de: las:'autoridades correspondientes, que indican que no se puede 
desarrollar otro método.analitico para cuantificar al mismo fármaco. Sólo bajo la 
condición· de que se· demuestre que el nuevo método, supera en mucho al 
primero. Y .sólo. ~e. permitirá adecuar el método ya existenle, a las condiciones del 
laboratorio, qu~ desee realizar este tipo de estudio. 

Siempre que se' haga algún cambio al método ya existente, se deberá realizar la 
revalidación del .método (5). Como es el ca.so del método para naproxeno sódico, 
ya que sólo se yan•adecuar las condiciones·de un método' ya existente. a·las ; 
condiciones' del laboratorio y .de la formulación, debido. a que' esta•p'osee una. 

· combinación de fármacos;. por .lo. que se debe de comprobár que el airo .·fármaco 
no inteñiere'en la cuantificación del fármaco de interés:· · · · .,. 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

2. GENERALIDADES 

2.1 ANTECEDENTES HISTÓRICOS DEL NAPROXENO SÓDICO. 

Durante los últimos años, los fármacos antiinflamatorios no asteroides más 
recientes han conquistado en grado dominante, la aceptación médica para la 
reducción de la inflamación y el dolor en la artritis reumatoide y otros 
padecimientos reumáticos. Algunos han ganado preferencia al grado de haber 
desplazado el ácido acetilsalicílico de su posición tradicional como el fármaco de 
elección en una diversidad de indicaciones (11). 

En el intento de buscar fármacos que alivien la inflamación y el dolor; se ha 
tenido especial éxito en los compuestos derivados del ácido propiónlco; tales 
como el naproxeno y naproxeno sódico, esto es debido a que su mecanismo de 
acción, es básicamente a nivel de músculos; mediante estudios se ha 
comprobado que estos compuestos poseen propiedades clínicamente 
Importantes como inhibidores de la síntesis de prostanglandina-sintetasa (11 y 
12). 

Estos compuestos han demostrado tener un orden elevado de eficacia en aliviar 
la inflamación y el dolor en .un amplio espectro de padecimientos reumáticos. Más 
recientemen.te se ha encontrado que el naproxeno y naproxeno sódico son 
potentes lnhibidores de las agregaciones plaquetarias; por lo tanto, útil en la 
profilaxis de los ataques de migraña (12). 

El naproxenci es un antiinflamatorio no esteroidal administrado oralmente, el cual 
tiene propiedades analgésicas y antipiréticas. Es administrado generalmente 
para eUratamiento de la artritis reumatoide, osteoartritis, artritis juveniles, asl 
·como paliativo para el dolor moderado y el tratamiento de la· primera dismenorrea 
(11); . ' 

Cuando se'·administra oralmente, se absorbe completamente, piese~tando un 
tiempo de·· 2 hrs., para alcanzar. la. máxima concentració.n : .. plasmática/ Es 
eliminado dill cuerpo por ITledio de la 0-desmetilación~y la acilgluco.runación (13). 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Napro><eno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

NOMBRES QUIMICOS Y SINÓNIMOS (14):. . 

Sal sódica del ácido S-6-~~to~i-2-~áftil acético. 
Sal sódica del ácido (+)-6:metmd-a:rl1etil-2-naftalen acético. 
Sal sódica del ácido(d)-2'.(6:inetoxl-2'-naftil) propiónico. 
Sal sódica del ácido S-6-metoxl-a-metil-2-naftil acético. 
Naproxeno Sódico. · · 

FORMULA CONDENS~DA(1.4): · 

FORMULA D.ESARROLLADA (11): · 

~-· 
H,co · · ·· · · · ·· 

PESO MOLECULAR. (14): 

252.25 

pKa = 4.74 
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Validación de un Método Analft/co para cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

DESCRIPCIÓN (13, 14): 

Polvo cristalino, blanco o ligeramente crema,· sabor amargo y 
picante, sin olor o casi Inodoro. 

Moderadamente higroscópico, absorbe un promedio de 1 % a 35% 
de humedad relativa. 

SINTESIS (12): 

)§:@ 
H1Co . · . .-,-· 

12 



Validación de un Método Analftlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

SOLUBILID_AD (14): '. .•. 

Muy soluble : en agua:· y · inetaiíol, soluble en. etano.!,: ligeramente ·soluble en 
aceto'na y:cloroformo y muy.ligeramente soluble en tolueno y benceno. 

-"' . ;. .. . . '... ·' .. -. . -. . .~, . '' . . 

ENSAYOS ~E f[)EN'r10Áoc15): ·. 

Temperaiüra d~ fusión: 'fu.nÚ a 
0

251-2S3'C con descomposición. 

ROTACIÓN ESPECIFICA(15Í:' '·. 
,- '· .. ··-· .... -. , .... ,·• .. 

Una solúcÍón al.1%;~el 'ácido; presenta ~n~ rÓtación especifica de +63.0' a 
+68.5'. Su rotació~ com·o sal sódica en' agua a 25' C, es'aproximadamente -14'. 

ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRARROJO (15). . . . 

El espectro de absorción al infrarrojo en bromuro de potasio (1 :400) presenta los 
siguientes máximos: 

Eter metilico aromático · 1260 
Dobles li aduras aromáticas 1600-1625 

Gru s carbonilos carboxilatos 1725 

ESPECTROFOTOMÉTRIA DE ULTRAVIOLETA (15) . .' 

Una solución al 0.002% en solución· 1.0N. de IÍidrÓ~idÓ de sodio en metano!, 
exhibe máximos a: 262, 273, 316 y 330 nm 
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Validación de un Método Analltlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR (15). 

El espectro de una solución concentrada de la sal sódica usando como pico de 
referencia el tetrametil silano, presenta los siguientes valores: 

·CH-CH .. dobletes 1.50 
·0-CH"l 3.83 
·CH-COO (cuarteto) 3.68 
Protones aromáticas 7.13-7.83 

ENSAYOS DE PUREZA (15). 

- Metales pesados: No más de 30 ppm 

- Sustancias extrañas relacionadas: No más de 2% , no más de 1 % del· ácido 
libre. · · 

- Pérdidas. al secado: secado a 1 os·C durante 3. horas en. v~cfo pi~rde no níés 
de 1 % de. supeso,· 

- Clandá~ de 561üd¿n:: Ü~~ 561L~ió~ al 1 ~ en metano! ~eb~ 's~i ·~Í~ra y Íibr~. de 
materia extra ria · " · · - · ' · · · · · · · ..... · ... · · " · .· · · · 

. . .... ,.·,··¡'·'.-. 

- pH en soJ.Üclón: El ~H él.e Li~~ ~óf~ci'iri_ 1:30 ~n agüa debe ser entre 7.5 y-9.0 

ESTUDIOS DE ESTABt~tDAD (15j; . 

- Estabi1idáélaé'e1~~ái:f~:•Ein i:a'ridicÍon~~ de.calo~( 60º.Cl y humedad (79%H.R.J 
durante 6 semánas;' no sé presenta descomposición o cambio. de apariencia que 
afecte la estabilida·d .. ·· · · ... · · · · · 

- E~tabilidad a l~~g/p1ai~: N~p;esenta ningúncambio a temp~raturas de 25' , 
37' y 45' C por un periodo de 31 mese~. · 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

2.1.1 FARMACOLOGfA DEL NAPROXENO SÓDICO y FARMACOCINÉTICA 

MECANISMO DE ACCIÓN. 

El naproxeno sódico es ·un agenie no esterolde, que presenta notables 
propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas, Igual que otros 
fármacos antiinflamatorios no esteriodes su mecanismo de acción, todavía no ha 
sido bien es.tablecido .. : Se cree que su eficacia terapéutica está basada en su 
potente inhibición de. la'sintesis de prostaglandinas. No es un corticoesteroide, 
como se Indica," ni tamp.oco ejerce su efecto farmacológico por estimulación del 
sistema hipátalámico:hipofisiario:suprarrenal (HHS). Inhibe la .. prostaglanc!ina 
sintetasa.: Ademá.s' re·i:tucé la' hiperagregación plaquetaria, que se ha observado 
durante la .·etapa prodóniica de la migraña. El tiempo de vida media del 
naproxeno es de ap.roxlmadamente 13.horas (12 y 13). 

. . . ~. - .. 
Las prosiaglandinas. evocan respuestas anti-inflamatorias y piréticas in vivo, y se 
sabe que el naproxeno .bloquea la sintesis de prostaglandinas a· partir de su 
precursor, el ácido a·ráquidónico (12). 

En asociación con la respuesta inmune del cuerpo a la lesión tisular, se produce 
migración celular y liberación de varias sustancias quimicas. Este proceso se 
llama quimiotaxis. Especificamente, se acumulan leucocitos polimorfonucleares 
(PMNs) en el sitio de la lesión tisular y liberan ciertas sustancias químicas, 
llamadas enzimas lisosómicas, que contribuyen al daño celular. Se ha sugerido 
que los efectos antiinflamatorios y antirreumáticos de naproxeno podrian ser 
atribuidos, en parte, a su capacidad para suprimir la quimiotaxis al inhibir la 
migración de PMNs y la liberación subsecuente de enzimas lisosómicas (12). 
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Validación de un Método Anal/tico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrat.o de Ambroxol. 

ABSORCIÓN, METABOLIS.MO Y EXCRESIÓN. 

El naproxeno es un fármaco ácido, con un alto grado de fijación a la albúmina. Es 
absorbido con rápidez y en forma prácticamente completa. · 
La absorción de naprcixeno no es alterada significativamente por los alimentos.: 

Las concentraciones séricas de naproxeno aumentan en proporción a· ra, do~ls .. 
administrada hasta 500 mg, obteniendo una respuesta lineal. · ' '"·, ·. · ':, • • 
Además, conforme aumentan las concentraciones séricas, también.Ío háceri las 
tasas de eliminación y excreción; esto ha sido explicado por la ·saturación 
aparente por los puntos de fijación a la albúmina sérica (16); lo cual próduce más 
fármaco libre, no fijado, que es eliminado rápidamente. através:de .los:nñones .. 
Este fenómeno sugiere que las concentraciones. ·séricas. :alcarizables de 
naproxeno podrían ser limitadas, lo cual, cuando menos en leerla; podría limitar,· 
a su vez, los efectos tóxicos en caso de una sobredosis:·satura'lai'enzimas 
metabolizantes y promueve una acumulación creciente (13):•.:.,: ;.· .'. ··-

El naproxeno atravieza la barrera piacentaria de 2o·a ao:nirnutos después de su 
administración por vla oral, aparece en leche de '·las 'ni'ujeres lactantes en uria 
concentración de aproximadamente del 1% d~l,,~iv~\ en,,;r,su~ro ,materno (17)., 

El naproxeno . es, bio!ransformado én , el:: hig~~~. , 'y/excreÍado por 'orina, 
básicamente como productos, de· biotrans\ormació'n Inactivos (glucurónldos), el 
producto·de biotransrormación,de"napioxeno .. detei:tado''eri' el hcimbrei es e,I 6-
desmétilnaproxeno., Ta rito naproxe'no 'como. este productó 'de, biotrarisformación' 
son excretados en .1~ cirin::i (17), · · · ' ' ·' · · · 

EFECTOS SECUNÓARios. 
. . ~ 

Los síntomas gastrointesfinale,s as6ci~doi con naproxeno tian sido Indigestión, 
naúseas, pirosis y malestar, ci dolor. abdominal.. Los erectos. secundarios en el 
sistema nervioso central son ceralea, . .'vértigo.o aturdimientó;.incapacidad para 
concentrarse y somnolencia, 'con reportes ocasionales de sudoración, 'depresión, 
tinnitus y otros transtornos auditivos. ' " ' ' 

16 



Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Puesto que las acciones farmacológicas d~I naproxeno ~o son mediadas a .través 
del eje hipofisiario-suprarrenal, no debe ee.perarse ninguno de los efectos 
adversos de supresión cortlcosuprarrenal. 

El naproxeno no debe ser administrado a pacientes con úlcera péptica activa. 

El naproxeno debe ser empleado con mucha precaución en pacientes con 
deterioro significativo de la función renal; en estos pacientes se recomienda 
monitorear la creatinina. En algunos pacientes de edad avanzada en quienes 
pueda esperarse deterioro de la función renal, debe considerarse una reducción 
de la dosis diaria. También se recomienda proceder con precaución cuando se 
requieran altas dosis en pacientes ancianos y en pacientes con deterioro de la 
función hepática (11 y 13). 

INTERACCIONES CON OTROS FÁRMACOS. 

Como naproxeno tiene· un··alto grado de fijación ·a la albúmina. sérica, posee 
potencial teórico de Interacción con otros. fármacos que se fijan a la albúmina, 
tales como. ácido acetilsallcilico·.<ASA) •. warfarina, sulfonilureas;: e .hidantoinas; 
Esta interacción pued_e: presentarse 'pero en la mayoría de los 'casos nó; parece 
tener importancia cHnica. · . .;"; . · · · · · · · .. ·::.,;·'.> · 

Cuando . se administran. naproxéno y. A~A ;de .. una .•. manera d~n6o~it~hte, •. ·~e:• 
obtienen córicentraciones.séricas·m~y bájas~de cada uno}e ios dos fármacos, .. 
además .de que el aclaramiento renal para naproxeiio aúmerita:<> .<: .'.'' · •,'. . . , 
Pero ·es. posible qúe_ este efectO ·no altere .'significátivaniente\ la eficacia . del 
naproxeno, pues el tratamiento combinado há demostrado 'se.r.émás .. eficaz,.'qúe ..... 
cuando solo se administra ASA:·· ;: .. ·_. "::,· ·.'" . ,.,-:·-.:).:· ::· .... : ·-: '':. '/"': · >> · 

,._ .. 
.. 

En pacientes que reciben dicumarÓI. ~ :~~h~~~a. 
0 

I~ a~iciÓn ·d~ ~~~róxeno ~I 
tratamiento podria prolongar el;'tieÍnpo 'de; protrombina, por,;consigúierite, los 
pacientes ·.que rae.iban·. esta térapéulic,a.·anli~o.agUlárite; •_deben :·ser •vigilados 
estrechamente durante.la administración de n.aproxeno (12 y,13). · 

17 



Validación Jun Método Analltlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación e Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

APLICACJONES CLfNICAS. 

Los fánnac~s antiinflamatorios no asteroides se utilizan· primariamente para el 
tratamiento de la artritis reumatoide, en pacientes que no toleran o no responden 
al ácido acetilsalicílico (11 y 13). 

R""C'01AD~'RSAS ''"º""'""· 
1 ' 

En modelos experimentales se ha demostrado que todos estos fármacos pueden 
causar lrrita!ón gástrica y erosiones hemorrágicas. En los humanos, la reacción 
indeseable ás localizada es de tipo gastrointestinal. Comparados con el ácido 
acetilsalicílic , la hemorragia gastrointestinal oculta es menos frecuente y severa, 
aunque en p cas ocasiones se, observa hemorragia gastrointestinal, o desarrollo 
de ulcera pé1tica ( 12 y 13). - , ' ' ' ' ' ' 

' ' , - . 

Entre los efectos sobre• el .. SNC;se• incluyen "episodios, transiíorió~;d'e mareo, 
cefalea, vé.rtiqo y li~nitus. Rara .ve~. s~ pr7senta_ylsión boiresa, 'dismmúc!ón de la 
agudeza visual y dificultad para d1sllngu1r colores; de' manera• trans1tona; estos . 
sintomas rem ten cuando se suspende.la medicación·c12 y 13). • · · · · ·· · -
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Validación de un Método Analftlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

2.2 GENERALIDADES SOBRE CROMATOGRAFfA DE LIQUIDOS. 

La cromatografía es un método que permite separar, identificar y aislar los 
componentes de una mezcla de compuestos quimlcos mediante la distribución de 
una muestra entre dos fases: una estacionaria y otra móvil. La fase estacionaria 
puede ser un sólido o un líquido, la fase móvil puede ser un líquido o un gas (18). 

CLASIFICACIÓN DE LA CROMATOGRAFÍA. 

Los dos grandes campos en los que se clasifica actualmente a la cromatografía 
son: cromatografía de gases y cromatografía líquida, estos a su vez sufren una 
subclasificación, dependiendo de las características de las fases estacionarias y 
de las fases móviles, como se pueden ver a continuación (18). 

~;~ 
GAS . . ·. • .. ·. , .. ·. . . · · LIQUIDA ·· 

/\ :/ .. ·~·· 
CGS CGL '·.. ' COLUMNA .•• ·.· PLANA 

~¡~ /\ 
CLS CLL CFQU . CIJ ·CE . 

/"-.· 
. CCF CP 

CPG CFG. 
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Val/d3ción de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación ::fe Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Méiodos cro.matográficos: 

CGS: cromatografía gas-sólido 
CGL: cromatografía gas-liquido 
CLS: cromatografía liquido-sólido 
CLL: cromatografía liquido-liquido 
CFQU: cromatografla de fase químicamente unida 
Cll: cromatografía de intercambio iónico 
CCF:· cromatografía de capa fina 
CP: cromatografía de papel 
CE: cromatografía de exclusión 
CPG: cromatografía de permeaccíón en gel 
CFG: cromatografía de fillración en gel. 

Las técnicas cromatográficas incluyen todo· proceso en el que· 1¡¡ separación ºél e 
una mezcla es realizada por la adsorción diferencial o :. soluciór( de: los. 
componentes individuales entre dos fases ínmiscibles. 

La forma común de la separación cromatográfíca es. la. re(ellcl~n ~e;le~i;Ja ·de 
cada uno· de los componentes de una muestra en la ·fase estacionaria;·:.: esta ... ·• 
retención selectiva es debida a diferencias en adsorcióri,:'particióni"..Solubilldad,· 
presión de vapor, tamaño molecular o carga iónica· en'tre_fal';solúto':Y;la :rase·: 
estacionaría involucrando también un sistema de. transporte o· tasé :mó'vil;'.. Las'· 
diferentes velocidades de elución de cada ·compuesto•:: deipeÍ)del"I, de. la 
distribución relativa o partición de dicho soluto entre las dosfa.ses. (1Si>".·' · 

·;:--·· 

La cromatografía liquida de afia resolución es una .;,6ci~Íid~d d~ la ;:¡6rn~tografía 
de líquidos en la cual la fase estacionaria' se encueñfra 'ernpaquéiado 'én una 
columna y la fase móvil, es un liquido que. fluye a tra.vés:·d_e· 1a 'prímer8(2Di: 
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Validación de un Método Analftico para Cuantificar N:iproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhldrato de Ambro~ol. 

COMPONENTES BÁSICÓS DE UN CRO~ATÓ~RAFO DE LfQUIDOS DE 
ALTA RESOLUCIÓN (18) .. ·· 

A continuación. se describen brevemente los principales, comppnentes de un 
croma.tógrafo de líquidos de .alta presión (18). 

Esquema 

::.K• 

IH' !11,,;·! 

F.M 

INTEGRADOR 
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Validación de un Método Analltlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

FASE MÓVIL (F.M:) (18). 

,. ·. -. - : . . ·' 

Aunque la fase inóvil . n~ es' parte clel in~iíllmental 'propiamente dicho, el control 
de. la presión, el flujo y lá ccimposiclóri de la fase móvil es' muy importante. 

-·· ... ,, .,. ··. ''. -· :'.:·- -· .. ,.,_.' .... - .. 

La fase móvil es el Ír~ns'port~ de la mu~~tra por lo cJa'I ~ebe ~eunir las siguientes 
caract~ris~lc~s:.'; '-/.-.... , -~-- -~ ·.\~;< -

·.··:·:·t.::_· 
,_ .. 
-, 

( Deb~diso1v~r'1a·~Jesif~.{ < , .1:· 
2. No debe degradar o disolver la fasé estacionaria. , 
3 •. Debetener,bajaviscO!Íidad::.·-_·e.;: ';,:• >:, __ ;., :-:.· _ :._:. _ 
4: Detie tener la pola~dad iideé:uada para permitir~uníúetención 

coiweriienté-de' lá 'muestra en lá-.colÚmna:' Un valor de factor de 
capacidad (K'.)éntre 2y 10'es adéci.Ja'dci:: : ·.' ' 

5.Debe_ ser_de alta pureza,:;~::_.\'.;:,:'{~'-'-:.' ;;. ::< ;;:; -'- ... _ 
6. No debe s~r corrosiva .(No debe interaccionar ccin las partes· - . 

interna-s del cicimatografci,'como, tl•berlas:·valvulas, ·celdilla,' étc.) 
~· -. :. __ ,-_._. _".. '"~- c'.-i.;'"':c·,.ooo; .. ' .-"'.~.,~--"e'-·""'"-''·=·>.·-•~-¡-. _ _-;,.·_ .:,. 

--·-- :-:::. ·:. -.· ,_·-

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

La fase móvil puedéser uri'ciis'o1Jente ~ Jn~ mez~l~cledi;o~ent~;.-

Los más co111ún-~erité :~sad?s ~ti c;l;;,af~gr~iia,de. liquides de alta presión son: 

Para f~se ~everda; ac~tó~ÍfrilÓ; m~tanol, éi~nol y agua. 
' , ... , •'"• ,. ···,._., ... ' ., - . 

Para fáse normal: ~1o'r8rpmo, heximo y to1LenÓ .·, 

.. ~;. 

s1srEMA oi= e0Ms1ú'.i'.c1 á': 19 :i 21i: .. . . ··,._ 

Las . colum~as· ,utilizadas en cror!iat~grafia de líquidos d~ ·alta pres1on, astan 
rellenas de.materiales 'especiales: de.partículas muy pequeñas, lo cual hace que 
la. resisten~ia.al flujo .de 1á··fase móvil séa·muy elevada. Por esta razóri,'se 
requiere un slstem_a de, bombeo que -haga fluir la fase móvil a un flujo razonable, 
pues de lo contrarie> )os análisis.seria_n inuy lentós. . . - . 
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Vel1dacl6n de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno S6dic0 en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Los aspectos más lmporta~tes de to~ó sistema de bam~~a.s~n:. 

·1; Presión máxima de operación (400 bar)'. :,Y .• · •... ·•····.· .. 
2. Intervalos de volumenes obtenibles entre' 0.5 y .1 O mUmin. 
3. • Repraducibilidad y constancia de flujo .... : · 
4. · El flujo debe ser continuo: 

También son lmport~ntes. fa resistencia ·a liql.lid;~ coºrrosl\los; ·.1~ ·facilidad ·para 
efectuaíel cambip de. fases móviles y l,a limpieza cl~r si.st~ma. 

,,.,,-·· 

SIS~EMA DEINYECClcJN (16)21). •.< ;: ·'' .· ··. >'. 
La introd~cclóii · de:.1~_,·.~·ueStrB: ··s-~r·~e .. 8ifZ8·,_, Con -.~na jeí_inga '.:de ·:'.capac!dad. _muy 
pequeña (10 á 250 ·µq: La inuestra.'sé,'depo.sita· en· una'pec¡ueña cámara donde . 
posteriorme.nte es disuelta )i arrástradá peí.la. fáºse móvil.:· ! •• . • .. .. .... 

.. ., ,-; :.~--~·<--· ~~::_·~~~ 
Actualmenie se. empfean>fnye~tores autbmáiicos/es d~éir válvula's Inyectoras, 
que realizan las funcio·nE!s de Un an.alista cuando éran. inyectarás manuales~ , 

Los sistemas de inyección se f~bri~an de máteri~les l~ertes, como el t~flón y el 
acero inoxidab.le, el di~eño E!s.talque resisten p~esiones muy elevadas. 

COLUMNA (16, 19Y21). . . . 

La colum~a , junt~ con Í~ · fase ~óvil, son la parte vital d~ l.ln sistema 
cromatográfiéo; Eii'lá .columna "es donde se va ha llevar a ·cabo ·1a separación de 
los compue~t~s. d.e.la mez~iá. · · · · 

Básicam~nte la 601umn~ consist~ ~n un segm~nto de tubo de afgú~ mat~rial 
inerte; de diámetro· uniforme . y capaz· de resistir• alll!ls presiones, · el ~ue 
comunmente se utiliza es el a'cero inoxidabie. 
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Validación de un Método Analltlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Los avances en tecnología de columnas pueden resumirse como sigue: 

1. Elaboración de partículas de tamaño muy reducido (3µ). 
2. Uniformidad del tamaño de partículas. 
3. Refinamiento en Jos procesos de relleno de las columnas. 
4. Procesos químicos muy eficientes en la preparación de · 
materiales de fase estacionaria químicamente .unida. 

-Fases Estacionarias. 

En cromatografía de líquidos de alta presión, las.dimellsion'es de las partículas de 
los materiales empleados son niuy pequeñas· y· muchas veces estas partículas 
tienen forma regular. A algunos de estos m.ateriaies · se les llama peliculares, y 
otros contienen fases· liquidas químicamente unidas a Ja superficie del material. 

-_, '· . :-··_: :",··. ·. ·.-·- .. 

Pa~iculas ·de ·rell~no 'por~~o, gel d)silice.y .~Júmina principalmente son más o 
·menos· grandes:> Solo se: utilizan ·materiales· porosos· cuyas partículas sean de 
tamaño menora:soµ; . .. . . '·.. . 

Otros tipos ~~ ·~aterl~le; us~dos ~o~•. Jos Jlam.ados adsorbentes peliculares, 
también conoé:idó's como adsortienfes dé capa porosa; de porosidad superficial o 
de centro sólida.:,·',:• ... ·"'''··· ........ ··:e:.•.: .•. · .. '·"''· .. >•e: ·e· .... :· ,·,- : ... ::· :·: · . · 

•. -:c.-« ., :·:~: ; - : :-." 

··.'-.:-.. '':.-. ··:·:::;:=·~~-.-·'..··- ·,,, ··:Y .. ·<· 
• -», ¡:· .. ' .. ·, .• •,e~ ,~. • :{ .' . : '.;-:· 

La eficienci¡¡ de ia cot¿inna esíé e'n :fÚncióii de'i ~iá~etrci, ta'm'a~o de p~rticula, 
velocida'd de rJujó,':tem'perátura' y'taníañó dei. muestra (19).' •• c.,.: . . 

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

Los paráme'tros cr~m:itográfic~;que. se utilizan más · comunment~ p~r~ evaluar 
las columnas croi:nato.gráficas son los siguientes: : · · · · · 
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combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

NÚMERO DE PLATOS TEÓRICOS (N). 

Un Plato teóriéo es el ~quilibrio de distribución de la mUestra entre la fase 
móvil y la fase est~ciona,ria: Se determina como sigue: 

N 77 16 (Tr/Wb)2 

En dcinde:, 
Tr = tiempo de retención. 

, ,Wb =' es el ancho del pico resultante de la triangulación del 
, ' mismo con la linea base. 

El número de: platos teóricos es una medida de la eficiencia de la 
columna y sistemas asociados, y es asi que cuanto mayor sea N, más 
eficiente será la columna (19). 

ALTÚRA EOÜIVALENTE A UN PLATO TEÓRICO (AEPT). 

,, Se ~~lcula de la, ~iguient7. manera: 

Donde: . . , , .. "' . . . . . . . 
'. ·: L=,longitud de la columna (m) 

• N= ri~meio de platos teóricos. 

Recordando la d~flnlclón ci~ plato teórico, se deduce que AEPTes la 
: longitud de columna requerida para obtener un equilibrio de la ·muestra. 
entre· la :.tase: móvil y la fase estacionaria. , Si el valor de . AEPT es 
pequeño,'. esto, se traduce en un mayor número d.e platos teórii::ós por 
~nidad de. longitud y, por tanto la columna será más eficiente,. _" ' 

FACTOR DE CAPACIDAD. 

K'=(T1 -T0 )/T0 

Donde, T1 =tiempo de retención del compuesto de interes. 
T 0 = tiempo de retención de un solvente no retenido. 
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Validación de un Método AnaUUco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
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RESOLUCIÓN. 

Es una medida cuantitativa del gr~do de separación obtenida. e.ntre dos 
compuestos. 

~ = 2(Tr2 :Tr,Í I (W2 ~W1 ) 
. Donde: 

Tr.=. es el tiempo' de rete~clón·de uno' de los compuestos. 
W.= ' ·es e.1 ancho de la base del pico resultante de la 
. tnangÚlaclóri de\nils,nió.• :•:· · • · · 

. Un valor de R Íg~a'i ii~.5 s·;~~ifi~a setaráción ~o~pleta. 

La selectividad esta dada por Ía ~lgÚl~nte ecuación: 

Donde 

a= K',)K•;.•· 
· K',= 1~~t~rci~ é:apad1ciácide1 ~omponenie 2 
K'1 ".' factor .de capacidad del componente 1 

En donde v~lo:e~ elev~d.;~ d~ C.X sig~i~·ca~ mejores separaciones. 
En formá.práctlcá; se puei:lé deci(qüe.a:es•ima.medida de la.afinidad 
diferencial de dos compuestos:"º la,ta,se e~t~ci~naria:. . . 

~ :~. :; . ' 

PARÁMETRos auE AFEcTAN L:A sEPARiié'ióN'cRóMAToc3RAF1cA. · 

Existe un ~onj~nto'ci~ p¡[;,;~etr~~ qu~~~~cie~1~t~i~i~Ir el ~é1i~~ rendÍ~fento • 
del sistema cromatograflco como' son:..iiempo' de' reiencióntvelcicidad de.' la fase 
móvil, resolúción,. eficiéncia de la .columna y;·cancentiacion niáxlma:"que· puede 
ser inyeé:ta~a.·· ··~·.·. _: •.·T.-... ,••, · •:_;,./·,>··-~-j{)r> Lt·.·<''. 'Y.·> · •:·.·. · ·.: . · 

<\:- ~~::;·> /;./~.· ·.;:_¡>;':._.:;·,'.•. ::.:·:.· ·.1'; 

Todos· est~s parámetro~)uedencombi~arse i{i~~·~Ídad d~'inane;as, de modo 
que es posible ;atacar; el. p'ic,blema•'de· 1á!optimizáéióñ:mediarite varias' ieorias 
distintas muchas.de la éualés._no so~ viá~J_és e111~ practiéa (25).:. . 
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Validación de un Método Analftlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Los parámetros primordiales que definen la calidad del.análisis son: 

• Tiempo de análisis requerido. 
• Presión, la cual condiciona la velocidad de la fase móvil y por tanto el 

flujo. 
• Longitud y diámetro medio de las particulas de la columna 

SIST.EMAS DE DETECCIÓN (22). 

Los detect~r~s· · más utilizados para cuantificar . activos·. en . fluidos biológicos, 
cuando. la separación es por cromatografía de liquldos, son:·. de luz ultravioleta y 
el de fluorescencia. . · · · · · · · · ' 

. ·: 

El detecto¡ es ~I ~ue va ha indicar ta respuesta :~ª.~;,~ señal que se este· 
obteniendo. 

Al considerar un· étet~ctor en té~inino~ dé sú ~plica~ió~ ;¡: ún ~iertci problema, o al 
evaluar las· cuaHdáéles de uri detérminado,diseño deben;tomaise en cuenta sus 
propiedades· generales, tales corno: re.spuesta; s·erislbilidad,''ruido, linealidad y la 
estabilidad.:· · ··:· /.. ··«·.·',_ '>" ·" 
A·. conUnu~c;ón se.·. ~e:~cion~~ • l1~u~os .• de i~~· d~t~ctores más utilizados en 
cromatografía de liquido~ de a1ta.1ire~ióri~ ,: <> 

.• _:.-,' .. ,:1·· 

·~ :·. :.": ,., \',. : ' . 
a).:DETECTOR DE LUZ ULTRAVIOLETA; 

. . . 

b). -DETECTOR DE FLUÓRESCE.NCIA. 
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Validación de un Método Analltlco pare Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Nap~oxeno Sód.i~o con Clorhidrato de Ambroxol. 

A)-DETECTOR DE LUZÍJLTRAVIOLETA. 

Su funclona~i~nt~-s~:bza ~n la absorción de luz por parte de la muestra al 
pasar através.de·eua ·un tiaz d_e luz monocromática ultravioleta. . . . -._.,. -'.~e-··- -., 

Hay tre_s tipÓs de d~Íéctores de luz ultravioleta. 

a). El de lorigitJéf d~ :onda variable: que no solo es, de aplicación más 
váriada y sensi_ble.,sino también más costoso. 

b). El fotómeiró de luz ultravioieta, es relativamente Insensible a los cambios 
de flujo y de temperatura, siempre y cua.ndo el disolvente no absorba en 
"grado apreciab!e en la longitud de onda que opera el fotómetro. 
' ,,,','' .. ·" , 

c). El detector.ultravioleta por arreglo de diodos. La diferencia de este con el 
deteetor· últravlcileta convencional, es que este posee un fotomultiplicador 
6 foiodlodo ·que consiste generalmente de 211 elementos o diodos, cada 
uno con SOµni de amplitud que nos permite obtener un espectro completo 
desde 190a 600 nm. Realizando el barrido en 1 O msec. Con este tiempo 
todos _los ·211 fotodiodos son leidos y generalmente se obtiene algo asl 
como·. 20,000 datos puntuales ·por · segundo. Este dector se usa 
generalmente en cromatografia de líquidos para determinar pureza de 
pico; · · 

8).-DETECTOR DE FLUORESCEN_CIA. 

Actu~l~ente . es el det~ctor • m~s sensible .. En buenas condiciones es .. posible 
detectar, con 'este :histrurriento. cantidades del ·orden de• picográmos (10-12 
picogramos); lo cuál e·s c6r11parable ·a los· detectores de captura-de· eiectrones en 
cromatografia de gases... ...· . .. . -" .'> • · • ·. ·· 

Hay. dos dis~ños. b~siLs: de

0 ¡sto~ d~te~;Ó~es de fl~~rLcenda:' los uám~dos 
fluorómetros de fiUro·j:>ara_sele_cciciriar la~radiación de;excitación y _la emisión, y 
los espectronuórómetros qüe e~plean mo_nci~rórríadores .. · · ·· · 
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Valldaci6n de un Método Analltlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
comblnacl6n de Napro>Ceno Sódico con C\orhld,rato de Ambro>Col. 

SISTEMAS REGISTRADORES. 

Su función principal es representar un registro gráfico de la señal dada por el 
detector. Las características deseables de los registradores son: la velocidad 
variable del papel y la respuesta rápida de la pluma. 

Actualmente existen sistemas de almacenamiento de datos, donde se puede 
procesar toda la información cromatográfica através de un procesador 
(ccmputadora) soportada por un software ó paquete para cromatografia. 

VENTAJAS Y DESVENTAJAS EN CLAR (18). 

1. Mayor velocidad de análisis. 1. Instrumentación costosa. 
2. Alta resolución. 2. Elevado costo de operación. 
3. Buena sensibilidad. 3. Personarcapacitado. 
4. Automatización. 
s. Amplio espectró de aplicaciones. 
6. Exactitud. 
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Validación de un Método AnaHtlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

2.3 GENERALIDADES SOBRE BIODISPONIBILIDAD Y/O 
BIOEQUIVALENCIA. 

ALGUNOS TÉRMINOS Y PARÁMETROS FARMACOCINÉTICOS (6). 

BIOFARMACIA. 

Es la rama de las ciencias farmacéulicas que se e.ncarga del estudio de las 
relaciones entre las propiedades fisicoquimicas de un fármaco en una 
forma . de dosificación y la respuesta obseriada después de la 
administración. 

FARMACOCINÉTICA. 

'..' : . . .· : . : ' ~ . . . -. : :.- ' . . -

Es el estudio 'cie la dn:ética de absorción, distribución, biotraAsfármación y · 
excreción de fármacos y :algún as sustancias endógenas. El propósito es 
estudiar _.el '·tiempo, ·Ja·'. concentración de.1.· fármaco, . productos de 
biotransformación en diferentes tejidos y excreciones, además el 'constrúir 

. modelos ~de~uadós pa'r'a interpretar éstos datos: · · · 

BIODISPONIBILIDAD. 
', ·.-. :.···.·.-

. . ._ ·.. . 

Es el gradó /1a ~eloci~ad a la cual el principio activo contenido en un 
medic.amentoes_ asimilado por el cuerpo. 

30 



Validación de un Método Analftlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CL.AR en una 
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BIOEQUIVALENCIA. 

Es cuando dos formas farmacéuticas diferentes que contienen el mismo 
principio activo y son administradas en el mismo regimen de dosificación 
presentan la misma biodisponibilidad. 

EQUIVALENTE TERAPÉUTICO. 

Son productos farmacéuticos que contienen idénticas cantidades de 
ingrediente activo (fármaco) en idéntica dosis, pero no necesariamente 
debe contener los mismos excipientes. 

:_:,·>---

ALTERNATIV~S FA~MAáUTICAS. 
-y 

Son prciiiuiit¿~ ~;·farM~c:Z~·;i,:o~ ··.·~~~·· ..• contienen .. el mismo. i~grediente 
terapéutico o el preé:ursor;·pero no necesariamente en la misma cantidad o · 
forma de dosificación>,: · .' :< :·>· ' • ,, . . · · · · --- - ·-~;· ·:;; <:-~·~ -

.. 
'. ~)-:· 

PRooucros FARMAC~LÍT1cÁr.JiÉNTE 810EaU1\iALENTES: 

Pueden.•.ser.equiyalentes :fármacéúticos ci•a11Eúf'lativas farmacéuticas. que 
presentan· uria velocidad• deÍ absorc.ión ; y no{ mu'estran ~ .. una diferencia 
significativa'. cúando ,, son\ aélminisfrados •..• á ... la: mi.smá •. 'dosis é. molar del 
ingrediente ierapéulico a simila'res coridiciones 'de experimentación. · . 

. 
.-~·:, .. ::, ... -·::«··::: ... ! ,_',:~ - ,, 

:-. ¡'.l" 

. Algunos·· équivalente~'_rarrT1acéÚticos·. a·•.~HernatÍvas. farma~éuti~as •pueden 
ser equivalentes. hasta . éierto 'punía: én é:uarito a . su absorción y hasta 
ahora 'pueden ser considerados. bliiequivalentes'. 
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MODELOS FARMACOCINÉTICOS. 

Los modelos farmacocinéticos son utilizados para describir, interpretar y 
resumir el curso temporal de un fármaco en el organismo. 

PORQUE SE DEBEN DE REALIZAR ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD 
Y I O BIOEQUIVALENCIA. 

En los últimos quince ,,'años y: en , diversos países, el tema de la 
biodisponibilidad',,de. los' medicamentos' ha' sido motivo de preocupación 
para las:autciridadés,de s'alüd,;sobre icidci,en lo concerniente a seguridad y 
eficacia.,,, , , J ~.,, 

Nunca se, pü~de. ~st~r. s~guro cú~~d.~ dif~~entes, productos farmacéuticos, 
que contien_en .la rnis,ma sustancia activa, van a ejercer el mismo efecto. 

" .. '··' . .·. ' 

Nun:iero~os estudios ha/ demostr~do que la~ preparaciones farmacéuticas 
aparentemente;; idénticás o químicamente equivalentes; por ejemplo, 
aquellas qué• contienen la •misma cantidad de ingrediente activo con 
especificaciones précisás, no siempre producen los mism'os resultados, 
esto es, no siempre poseen la misma biodisponibilidad (7). 

Cuando se.tienen productos génericos y se intenta utilizarlos de manera 
intercambiable, debe definirse la biodisponibilidad y probarse la · 
bioequivalencia de tales productos. 

La biodisponibilidad esta dada, por la cantidad .de fármaco intacto que 
pasa a la circulación general y por la velocidad a.la cual esto ocu'rre, dos 
medicamentos son bioequivalentes si sus rei¡pectivas · biodisponibilidades 
son semejantes. Partiendo de los resultados y· dél análisis estadístico 
desarrollado, se puede concluir la bioec¡uivalencia de las formulaciones 
probadas (7 y 23). · · 
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En México, ya existen algunas guías para realizar estudios de 
bioequivalencia. Estas gulas son recomendaciones que se proponen para 
efectuar este tipo de estudios. Por su naturaleza, las guías intentan incluir 
cualquier tipo de fármaco; sin embargo, cada caso debe ser considerado 
individualmente (7). 

Desde un punto de vista práctico, la mayoría de los estudios de 
biodisponibilidad están confinados a la medición cuantitativa de los 
fármacos en los fiuidos biológicos. Por lo tanto, estas guías se refieren a 
las pruebas de biodisponibilidad utilizando datos farmacocinéticos. El 
empleo de datos farmacodinámicos debe basarse en modelos que hayan 
demostrado ser discriminatorios para las diferencias en velocidad y 
cantidad de absorción (23 y 24 ). 

Se considera que los productos farmacéuticos, con el mismo principio 
activo, son bioequivalentes cuando su absorción (velocidad y cantidad) no 
difiere de una manera importante. Para el próposito de estas guias se 
acepta que la bioequivalencia refleja equivalencia terapéutica. 

La forma más conveniente de demostrar bioequivalencia es efectuar un 
estudio comparativo de biodisponibilidad, de preferencia con el producto 
original o "innovador", con un produclo cuya bioequivalencia esté 
establecida o con el que se haya demostrado una correlación "in vitre - in 
vivo". Estos productos en proceso de registro no deben diferir normalmente 
por'más de.± 20% de la biodisponibilidad promedio; este requisito se 
aplica especialmente a la cantidad de fármaco a.bsorbido. Sin embargo, el 
limite, es. arbitrario y existen otros parámetros ,que pudieran ser adecuados 
considerando factores.; como el; indice\ierapéutico de un fármaco en 
particular .. •> ·· ' · · ·· · · '· · · · · 

·-, .· . . /: : __ _ -'.': .· ·::· : .. ::_.~ 

Un producto fa!m~d~utibo pUed~ s~r ~q.Úi~alente al .de referencia en cuanto 
a la .cantidad de absorción, pero:no en cuanto a su velocidad de absorción 
y a pesar de eso ser considerado bioequiV'alenté porque las diferencias en 
la velocidad.de. absorción pueden no ser relevantes clínicamente (7). 
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Es necesario demostrar la biodisponibilidad de todos los fármacos en el ser 
humano, y sobre todo aquellos que aparecen en la bibliografia mundial con 
problemas de inequivalencia terapéutica comprobada o tengan un Indice 
terapéutico estrecho. 

Se consideran los siguientes criterios para identificar las sustancias 
medicamentosas que necesitan ser evaluadas mediante un estudio de 
biodisponibilidad, de acuerdo con la secretaría de salud (7). 

• Productos que contienen· una . sustancia· activa, clínicamente 
reconocida como de disponibilidad variable .. 

, '·''• 

• Productos 'qúe é:of1tfe'~en'Úna''sÚstandá cuya biodisponibilidad es 
incompleta por su pdca sÓ!úbilidaa, o, pórque. tienen. que pasar 
primero ... ,;·po(: '.el • i.hígado .. )doríde,'>:son •·•<biotransformadas 
primordialmente. , · '.· ,, 

Formas f~rmacéuti:tsorales_d:9,,lib'e~aci~~ controla,da (sostenida). 

;·¡ ,.,<··-

.Productos ·'.que ~~:; prbmuii¿~~ c~iTio . alt~;nativas de . formas 
farmacéuticas orales;. inclu!dos: los que se átísorben porta piel y 
múcosás Y'.' los · é¡ue·:;ise .:acimistran ·por medio de implantes 
intramusculares y súbcutáneos. . . 

• Pro~uct~s .qu} debe~' garantizar una respuesta . terapéutica 
uniforme y sostenida,· como son: anticoagulantes, antiarrítmicos, 
antidiabétiC.os, broncodilá_tadores, citostáticos, inmunosupresores, 
antiinfeccioso,s · (antibióticos: antiparasitarios y antiviricós), 
hormona.s y otros : agente empleados en el . tratamiento de !as 
enfermedades eridocrinas; 
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De acuerdo con la secretaria de salud los estudios de biodisponibilidad y 
bioequivalencia generalmente no se requieren cuando (7). 

El producto es de uso exclusivamente endovenoso, o por 
inhalación y que contiene la misma concentración de ingredientes 
activos que el ya registrado. 

Cuando el fármaco se destina para uso terapéutico local ( aún 
cuando ésto no elimina la posibilidad de estudiar su paso a 
circulación general) 

Cuando el producto difiere solamente en relación a la cantidad de 
sustancia activa de otro que tiene la misma forma farmacéutica, la 
misma proporción de componente activo y aditivos , elaborado por 
el mismo fabricante, siempre y cuando la biodisponibilidad del 
primer producto haya sido demostrada y la farmacocinética sea 
lineal. Los dos productos deben reunir los requisitos de una 
prueba adecuada in-vitro (perfil de disolución). 

Cuando el producto haya sido reformulado en relación al 
colorante, edulcorante o preservativo y sea elaborado por el 
mismo fabricante, siempre y cuando la biodisponibilidad sea 
con·ocida y las dos versiones reunan los requisitos de una prueba 
adecuada in-vitre (perfil de disolución). 

Soluciones, elixires y jarabes para administración oral que 
contengan el ingrediente activo en la misma concentración y dosis 
que. el· producto innovador y ningún otro ingrediente que• pueda 
modificar significativamente su absorción. 
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En Estados Unidos de Norteamérica básicamente en FDA, ya existe un 
libro, llamado "Orange Book", donde vienen todos los activos que existen 
en la actualidad y ahí se indica si son o no suceptibles a un estudio de 
biodisponibilidad en base a diferentes características, como puede ser: la 
forma farmacéutica, o sus características fisicoquimicas y/o farmacológicas 
(25). 

Los párametros que se utlizan estadísticamente para determinar 
biodisponibilidad y/o bioequivalencia según los organismos regulatorios 
(24), como son: Food Drug Administration (FDA.), Ganada y la Comunidad 
Económica Europea (EC) son: 

• Area bajo la curva (AUC) 

• Concentración plasmática máxima (Cmáx) 

• Tiempo al que se alcanza la máxima concentración del analito en 
cuestión (tmáx) · 
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2.4 VALIDACIÓN DE MÉTODOS ANALÍTICOS 

La ciencia farmacéutica es una disciplina dinámica, en que todos los días 
hay nuevas reglas para corregir los problemas del ayer. Esta es una 
dificultad para establecer o dirigir la validación de métodos. Sin embargo 
es muy importante validar los procedimientos asociados a los diferentes 
tipos de análisis para el estudio de fármacos (5). 

La forma de validación de un método analítico dependerá de su futura 
aplicación, es decir, si éste va a ser utilizado en control de calidad, en 
pruebas de estabilidad o en análisis de fluidos biológico: Sin embargo, 
para todos ellos es recomendable contar con parámetros estadísticos que 
indiquen la exactitud, precisión, especificidad, linealidad, sesgo, 
susceptibilidad, límite de detección del método que se está evaluando (23, 
27 y 28). 

Es indispensable llevar acabo la validación de los métodos analíticos, 
empleados para la determinación· cuantitativa de fármacos y sus productos 
de biotransformación en fluidos biológicos, para poder confiar en los 
resultados analíticos; sobre todo en estudios de biodisponibilidad y poder 
así determinar con toda certeza la .disponibilidad biologica ·del· o (los) 
principio(s) activo(s) contenido(s) eri una forma farmacéutica.(9). ' 

El éxito de un estudio de biofarmacéutico iri-vivo'iriv~ILc';~:¿l~niili~is de 
datos farmacocinéticos dependiendo . directamente 'de;, la; sensibilidad .. y • 
espe?ificidad del método analítico empl~a~C?_.(2~,)_.><. ·. :· :: ,. '·X_:.-:·:~'.;·~-\.,, -. · 

A continuación se presentan algunas cléfinibiór'i~s r lbs' p~r~;;,étrÓs. 
estadísticos empleados en la '{alidación de métodos en fluí dos· biológicos . 
(7, 9, 23, 28, 30). . .. . ' 
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Especificidad es la capacidad del método analítico para obtener una 
respuesta debida únicamente a Ja sustancia de interés y no a otras 
sustancias que pudieran estar presentes en el material químico y biológico 
por analizar. 

Por lo que se establece que para determinar la especificidad se debe 
verificar que Jos materiales endógenos al fluido biológico y a Ja forma 
farmacéutica, así como Jos productos de biotransformación no interfieran 
con el análisis y que no exista reactividad cruzada (9). · 

Linealidad. Es la cualidad .del métÓcf~ analftico para aseg~rar q~e los 
resultados analíticos, Jos éúalés pueden ser obtenidos directamenie o por 
medio de una transformación matemáÍicá bien definida;· son ¡:irci¡:ioré:ionales 
a la concentración de: 1a··sustancia de inteiés. dentrci'de·: un intervalo 
determinado. Los páraniétros ' estaaisticÓs qüe\ ~e emplean para su 
evaluación son: · · · · · ··' · :,• 

• Coeficiént~·de ~¿rr~l~hió~(;): ~slJ~~-~~diCÍ~ el~ íav~rÍación.lineal 
de Jas variables y mide el grado de asociación lineal entre ellas. 

, , , 

• Pendi~nte .<ml .· 

• lnt~rcepto (y0) 

En fluidos biológicos; una calibración para· ser lineal, no tiene que ser 
necesariamente una linea recta; es suficiente con que el coeficiente de 
correlación tenga un valor de 1.0 ± 0.01; esto és que incluya por lo menos 
dos nueves depues del punto decimal. El coeficiente de correlación se 
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presenta como una evidencia de la linealidad, el cual establece la relación 
entre las observaciones y los valores predeiterminados (29). 

Las curvas patrón que se elaboren para evaluar la linealidad deben de 
contener al menos seis niveles de concentración diferentes y el intervalo 
de concentraciones empleadas, debe de incluir a la concentración máxima 
esperada, así como el nivel más bajo el cual debe estar dentro del limite de 
cuantificación (9). 

Repetibilidad (Precisión). Es la precisión de un método analítico expresado 
como la concordancia de determinaciones independientes realizadas por 
un solo analista, un mismo aparato y técnica (23). Los estadlsticos 
mediante los cuales se determina el grado de repetición son: 

• La media (j¡). 

• La desviación estándar (DE). 

• El coeficiente de variación (CV): 

El criterio ci~<ac~pta~ión ~~ra la precisión es no más del 15% .de 
coeficiente de' variadón.· : 

:.:··/·:_ 

Exactitud: E~ ir'grado d~ · c~ncordandia enlre. ·los resuUádos. analili~os 
individuales' cúándci él procédimiento. se aplica. répetidamente. a. dife.réntés 
muestreos de,'una.·múestra homogénéardelc;producto: Usualmente se 
expresa en .términos. dt¡i, desviación. estándár y coeficiente de variación . 

. ,_, --.• · ' ·.··-. .. . ,. ··, .,, .... - '·'" •. _·, ' ·,-1' 

El criteri~ de ~c~¡itaciÓn" par~ j~ exactitud es no más •del 15% de 
coeficienle de variación. 
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límite de detección. Es la cantidad mínima de la sustancia en una muestra 
que puede puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, 
bajo las condiciones de operación establecidas. En otra palabras el límite 
de detección es la concentración más baja del analito en cuestión que se 
puede diferenciar realmente del r>ivel de ruido (23 y 31 ). 

Limite de cuantificación. Es la cantidad mfnima de una sustancia en una 
muestra que puede ser determinada con precisión y exactitud aceptables 
bajo las condiciones de operación establecidas. Este es un parámetro de 
suma importancia sobre todo cuando se trata de validar métodos analílicos 
que van a ser utilizados en la cuantificación de fármacos para estudios de 
biodisponibilidad y/o bioequivafencia ; ya que se va a requerir determinar 
cantidades lo más pequeñas posibles con el fin de definir, lo mas 
completamente posible, el perfil de absorción o eliminación del fármaco.(23 
y32). 

Estabilidad de la muestra. Es la verificación de la muestra bajo las 
diferentes condiciones a las que puede estar sometida antes de·, ser 
analizada, con el fin de asegurar que el fármaco de interés en la muestra 
no ha sufrido algún tipo de degradación antes de ser analizado y oblener .. 
asi datos confiables y precisos. El estadístico que se emplea para evaluar 
la estabilidad es el valor de coeficiente de variación. El Criterio de 
aceptación para la estabilidad de la muestra es, no más del 15% de 
coeficiente de variación (9, 31 y 32). 

Robustez del sistema cromatográfico. Es la suceptibilidad del sistema 
cromatográfico para aceptar pequeños cambios, en cuanto a fa 
composición de la fase movil, pH, o incluso cambio de fa columna 
cromatográfica. Esto es, cuando hablamos de robustez nos referimos a la 
repetibilidad del método cuando se realizan pequeños cambios (5). 
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La robustez del sistema se realiza con el fin de evitar estar revalidando el 
método cada vez que se tengan que realizar ligeros cambios (5). 

Adaptabilidad del sistema cromatográfico. Son los parámetros 
cromatográficos bajo los cuales se debe trabajar al aplicar el método 
analítico, como son : número de platos teóricos, resolución, factor de 
coleo, y factor de capacidad. 

Las investigaciones biofarmacéuticas y de estabilidad casi invariablemente 
empiezan con la medición de la concentración del fármaco. Una 
precondición para delinear conclusiones válidas de tales estudios, es que 
el procedimiento ·analitico mida realmente en términos cuantitativos y 
específicos la sustanda que se desea determinar (33 y 34). 

La validez de ~n dr'~cedif11i~~t~ ~~antitativo para este tipo de estudios es 
juzgada generalmente ;en)iase ·'a'• la 'exáctitud, precisión, sensitividad o 
límite de cuantificación y linealidad del 'método (29). 

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

La exactitud denota .. el ~i~ciéi 1i1 cual ·~é;~;~inado :valÓí experimental 
concuerda con el valor/ab.soh.ito o ;verdactero:<Actúalrnente. 'en Ja.·· 
determinación de 'la exactitúd se utilizan • curvas . de •. calibración y 
estándares internos (5). ·. · 
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La exactitud se expresá ~~ tér~Ín6~ el~ ~rr~~: , . . . . - ., . ., -,_ " '.• ·-·-.. · .. '' .· .. ~ ·-

En los análisis biofármacéuticos o de estudios de estabilidad, un factor.que . 
contribuye muy significativamente a errores en las mediciones es la faua· . 
de especificidad del método. Este problema se presenta en ·estudios de . 
biodisponibilidad cuando los productos de biotransform_acióndel fárma.co 
tienen respuestas similares a las del principio activo en elénsáyo;·y:en.los 
estudios de estabilidad cuando los productos _de degradació~ responden 
en forma similar al principio activo en el ensayo (33 y 34,i: :;> :. · · · "· 

El efecto de las interacciones del principio activo é:on '1os ·excipientes· no 
puede ser ignorado en la metodologia analitica, ya qué frecuentemente 
estas interacciones_ originan valores falsos en las determinaciones 
cuantitativas: · 

Generalmente la validación en estudios de biodisponibilidad y/o. 
bioequivalencia se divide en dos fases, una que es previa al estudio, que. 
es la que se trata en el presente trabajo y la otra fase es la que se realiza. 
durante el estudio de las muestras de los voluntarios para· determinar 
biodisponibilidad (9 y 31} y básicamente consisten en.lo siguiérite: · ·· 

' . ' . . 
La primer fase, consiste en la evaluación dél métoci6analiticb ántes 

del estudio de disponibilidad biológica, en donde se' evalU.a linealidad, 
exactitud, precisión, limite de detección y límite dé cüantificación,'así como 
las diferentes· características del método· con re~pecto .. ·a ·robustez, 
especificidad, etc. · · · · · 
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La· segundá fase · consi~te é~nla evaiuación de la precisión del 
método durante el estudio de . biodis.ponibilidad y básicamente es lo 
siguiente: 

. . . 

Se trabajan puntos de·controldeca;id~~.'·~~~lizandolos de igual manera 
que las muestras de los voluntarios y se. cuantifican de manera intercalada 
entre las muestras de los voluntarios: ··· · · · · 

':-<:'.::,'_~:._·_:>~,.: .. ::_,:: '. 

Estos puntos de control de calfd~~; ~~;:~é)'~ '~t~a. cosa que fluido biológico 
limpio (el que se este utilizando·para éuáritificar el activo en cuestión que 
puede ser, plasma, suero, sangre,. orina,' saliva, étc) cargados de manera 
independiente a las curvas de'calibración,>con el analito de interés a tres 
niveles de concentración; bajo, media: {alto. 

Nota· un fluido biológico limpio' es aquel que no contiene el fármaco por 
cuantificar o algún otro que in.terfiera cori el mismo. 
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E S T A B L E C M E N T O 

D E L P R O B L E M A. 
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3. ESTABLECIMIENTO DEL PROBLEMA. 

En 1977 la Food Drug Adminstrations (FDA) emite las regulaciones sobre 
estudios de biodisponibilidad y/o bioequivalencia con la finalidad de 
incrementar la calidad y seguridad de los medicamentos. Apartir de 
entonces las autoridades mundiales .de la salud toman cartas en el asunto 
y se empiezan a organizar una serie de foros y conferencias para discutir 
los lineamientos que se deben seguir para realizar los estudios de 
biodisponilidad y/o bioequivalencia, asi como las características que debe 
cumplir el mélodo analítico empleado en este tipo de estudios (9). 

Para cumplir con la normatividad . mun.dial con respecto a los métodos 
analíticos a utilizar en un estudio de biodisponibilidad y/o bioequivalencia; 
como ·es el revisar en la literatúrá todos los estudios de este tipo que se 
hayan realizado para' él: ó los· fármacos de interes. Este caso no fue la 
excepción y se revisó . todo lo • ; referente a naproxeno sódico 
(antiinflamatorio ni:i esteriode) y a·. clorhidrato -de ambroxol (agente. con 
actividad mucolítica) ·que·: son_ los ·das· activos presentes en Ja· nueva· 
formulación que se desea, estudiar: · · . --.: 

Se encontró• que sean realizado· inuy pocos estudios de. este tipo.para . 
ambos fármacos. Y solo se han hecho de manera independiente, esto es, 
se ha desarrollado un método_analitico para cada uno de los activos.··· 

En el cas~ de la formulaciÓn ~studiada (combinación dé na~roxeno sódico 
con clorhidrato de ambroxol) se pretendió cuantificar ambos· activos éori· el 
mismo método analítico; pero debido a las características de cada'ünci de 
los. activos esto fue imposible, por lo que se tuvo que desarrnliar Una 
metodología analítica para cuantificar cada uno de los activos de'rrianera 
independiente. El fluido biológico que - se eligió --pára' reáii'zar . la 
cuantificación fue plasma. 
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Al revisar los estudios· biofarmacéuticos sobre naproxeno sódico se 
encontró que existen varios· métodos• analíticos para la cuantificación· del 
activo en plasma. 

Entre los métodos reportados para la determinación del naproxeno sódico 
en plasma, donde se emplean técnicas cromatográficas, se encuentran los 
estudios realizados por Runkel y colaboradores (35) quienes utilizaron un 
método por cromatografía de gases, en donde se hace una esterificación 
previa 

Otros métodos que también desarrollarón estos investigadores fuerón por 
cromatografía de líquidos, donde se realiza una doble extracción. 

El método de detección reportado para realizar la cuantificación e.n 
cromatografía de gases es el detector por. ionización de flama (F.ID) y los · 
métodos de detección reportados en cromatografía de' líquidos · son. 
fluorometria, espectrofotometria ultravióletá ·y electroquímica · ' ó 
amperométrico, como se puede ver en la siguiente tabla:_. · · 

"''·''METOOO DETECCION '-SENSIBILIDAD•>'.""''>' 'REFERENCIA~t~ 
HPLC uv 254. 40n /ml 36 
HPLC uv 229. 2nrilml 37 
HPLC UVl230•\ 1 ualml 36 

GC FID 35 
GC FID 2••r'lfml 39 

HPLC uv 254. l 1mfml 40 
FLUOROMETRICO i.e1utaclOn 235 • 0.1 µgfml 40 

}.~-:.· ''<n • 
HPLC uv {340 •¡ 1 ua/ml 41 
HPLC UVf240 'J 42 
HPLC uv 1.5 uotml 34 
HPLC UV 254 V 370' 43 
HPLC Amoerometrica 10-20n"'ml 44 
HPLC uv 293. 45 
HPLC UVf254* O.S unfml 46 

'* = nanometros 

El método analitico propuesto,. en este trabajo para la.' cua'ntificación del 
naproxeno sódico en plasma es un método sencillo y préciico (47). · 
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Resulta importante la validación de los m~todos analíticos utilizados para 
la cuantificación de fármacos en fluidos biológicos, puesto que la validez y 
confianza de los resultados que se deriven de un análisis de muestras 
biológicas para un estudio de biodisponibilidad dependerá en gran medida 
de la calidad del método analítico utilizado, ya que al utilizar un método 
validado se puede afirmar con toda certeza que las concentraciones 
encontradas son las reales o las mas cercanas a las reales. Por lo que el 
control de calidad de los procedimientos asociados al análisis 
blofarmacéutico del estudio de fármacos, tiene que ser bien establecido, 
considerando que el control de calidad de los procedimientos o método 
analítico no es otra cosa que la validación de los mismos. 

Por todo lo anterior se infiere que la validación de los métodos analíticos 
es de vital importancia y es por ello que el objetivo del presente trabajo es 
adecuar y validar un método analítico para cuantificar naproxeno sódico en 
plasma. Este método servirá para cuantificar el activo en el plasma 
posterior a la administración oral de la nueva formulación (naproxeno 
sódico más clorhidrato de ambroxol) en cualquiera de sus dos 
presentaciones tabletas y/o suspensión. 
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4 

P A R T E 

E X P E R M E N T A L 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 

Se adecuó el método analítico para cuantificar Ketorolac en plasma por 
cromatografía de líquidos de alta resolución (47) (Método AMC #015 
SYNTEX PALO AL TO, ADENDUM 11), a . Jas condiciones internas del 
laboratorio de Desarrollo Analítico en Synteic, México. 

Para la cuantificación de naproxeno·, sódico en plasma, se seleccionó la 
colummna para cromatografía': de,: líquidos 'con la que se obtuvieran Jos 
mejores resultados (partiend()·deJareportada en Ja metodología en la que 
se basó). Se seleccionó. ~I estándar'inteino que mejor se adecuó a las 
condiciones de extracci.ón y a las··condii:iones cromatográficas empleadas. 
Esto es que no intérfiriera·.cor{el,tiernpo:déi.retención del pico de interés y 
que presentará una bueria res'cí1u'ción,:iideírias de todas las características 
que debe de cumplir,,una· süstanciá'.para considerarse estándar interno 
como son: una alta 'purez'á,· no intertérencia y solubilidad semejante al 
activo de interés. . .. " · ·.· · · · " · · .. ·'" 

'1';··'.· 

El método an~liti68 utilizad~ ¿~·~~'ya ;~ menci~nó es uno ya reportado en 
la líteraiura; : para:.,é:uantificar·: KetóroJaé; sólo que se realizarón las 
modificaciones pertirient'és para 'cuantificar naproxeno sódico en plasma, 
tras una administración oral de naproxéno sódico, en una admintración oral 
(tableta o suspensión) . de i.ma . forma : farmacéutica que posee una 
combinación de dos activos que son:' naproxério sódico y clorhidrato de 
ambroxol en las siguientes dosis: 

"'FORMA. 
'FARMACÉUTICA 

Tablelas 
Sus ensión 
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4.1 MATERIAL 

SOLVENTES: 

• Acetonitrilo grado cromatográfico, Mallinckrodt . 

• Acetato de etilo Reactivo Analítico, Mallinckrodt. 

Agua grado cromatográfico, Tecsiquim . 

• Etanol grado Reactivo Analítico, Malllinckrodt. 

• Hexano grado Reactivo Analítico, Baxter. 

Metanol grado cromatográfico, Mallinckrodt. 

REACTIVOS: 

• Acetato de sodio grado Reactivo Analítico., Merck. 

Acido acético glacial grado Reactivo Analítico., J.T. Baker. 

Acido Fosfórico al 85% grado Reactivo Analítico, J.T. Baker. 

Hidróxido de potasio Reactivo Analítico, J.T. Baker. 

Glucosa lote 81H0710 Sigma. 

Heparina 

Acido Cítrico R. A. Lote 513 Técnica Química S.A. 

Citrato trisódico dihidnitacio Merck. 
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FLUIDO BIOLÓGICO: 

Plasma Humano certificado (el certificado avala la calidad del plasma, esto 
es certifica que se le realizaron una serie de pruebas bioquimicas con el fin 
de verificar que no es posible una contaminación por la utilización de 
plasma infectado, como podria ser el caso de VIH, hepatitis y brucelosis 
entre otras). 

ESTANDARES: 

• Naproxeno sódico.sustancia de referencia (Sustancia obtenida en 
SYNTEX Cuernavaca, Mor). Lote: C3JD232 Syntex DIFA. 

• Propilparabeno sustancia de referencia interna, Lote: 76F0284 
SIGMA. 

• 0-desmetilnaproxeno Lote: 8760-278 Syntex Research. Palo Alto 
California. USA 

• Clorhidrato de Ambroxol R.A., Lote: 97F0635 SIGMA. 

CRISTALERIA: 

• Matraces volumétricos de 500, 100, 50, 25 y 1 O mL. 
• Pipetas graduadas de 1 O y 1 ml. 
• Pipetas volumétricas de 25, 10, 4, 3, 2, 1 y 0.5 ml. 
• Matraces Erlenmeyer de 4 y 2 11. 
• Matraces Erlenmeyer con tapón esmerilado de 250, 150 y 125 mL. 
• Probetas graduadas de 500 y 250 ml. 
• Jeringa Hamilton de 250 µl. 
• Vasos de precipitados de 100 mL. 
• Pipetas pasteur. 
• Tubos de ensaye de (13 mm x 100 mm) y (15mm'ic126 mm). 

Viales para inyector automático Wisp .. - . _ : . · 
• Microviales con adaptador para viales de inyector ·aut6mático. 
• Matraces Kitazato de 1 y 2 lt. 
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OTROS: 

• Vasos de precipitados de 4 11 de plástico. 
• Bulbos y perillas para pipetas. 
• Gradillas para tubos de ensaye. 
• Gradillas para viales. 
• Guantes de látex. 
• Mascarilla de seguridad para solventes (3M). 

EQUIPO: 

• Cromátografo de líquidos Waters, equipado cori bomba Jsocrática · 
Modelo 6000, inyector automático WISP712D; detector de· longitud · 
de onda fija con apertura de' 250 a 254 niri, modelo 440;: Waters. 

• Integrado~ rri~ae16 33g~ ~~rie 11,' He~lett:Pack~rcJ: . 
. ' '·' ... · ..... , ·· .... ·.· .... ,',· ·,· ,· 

• ·Col~mnaAíl~ií;ié~/Ads6rbo~pnere C18,'S míciá~d'er5~riim X 4.6 

• ::~:~~e::~l~i:a.Modelo~1:712.·~~rt~rius< .·•\:•.··· ·• 

• Bañ~ de ultra~CJ~icl~· .li6ct;lo B~s:/' 8/~~son'. · . 

. • Bomba d~ v~·cio{pre~i~~:~quip~~~;é:on gr~dÍila para ··evaporación, 
BARNANT. <•:: · . . ... , ~: .. ;, ::":-..'-':: . . 

• .Campana de ~xtr~b'~ióri:%~~~;(~~li~Ós ~~~a L~boratorio), ,. 

• cronéim~tro crimerJ)Jigital TilTIE!'r ci~artz. wti~iman ® Mini timer 99 
minúte, ·.,,.'., • ·· 

• Mezcíador: ~,fa:<i,Mi~. Mocie10.1Ei?~o lJi~rmOlyné: 

• Agitador magnético fvlodelo PC-320 CÓiríing. Laboratory Stirrer/Hot 
plate 

52 



V•lldaclón de un Método Analltlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en un• 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol, 

• Embudo de filtración para solventes cbn membrana de 0.45 µm 
Modelo OM-39 Millipore. · · 

• Cámara de enfriamiento (-15° C) Americ~n. 

• Micropipetas Finnpipette digitales de 200-1 OOOµL y de 50-200µl, 
• Labsystems · 

4.2 CONDICIONES EXPERIMENTAl,.ES. 

Condiciones Cromatográficas 

Flujo ................................ 1. O mUmin. 
Presión ........................ ; .... 1 OOOPsi 
longitud de onda .. , .... ;,:; 254 nm .<· 
Temperatura· .......... :,::: ... :>Ainbiente 
Volumen de inyecéión .::; 5 ¡Jl . · 
Velocidad de carta•.: .... :.: 0.4 cm/min. 
Tiempo de. corrida',::,: .. ::: 17inin. •. 
Atenuación .. : .. :;:'.:::::.: .. :.: .. 64 mV ·• · 
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4.3 PROCEDIMIENTO ANALiTICO. 

PREPARACION DE SOLUCIONES. 

• Fase Móvil. 

La fase móvil empleada fué de Acetonitrilo:Agua en una· proporción·. de: 
36:64 con 0.05 mL de ácido fosfórico para un litro de fase.móvil. 

• Mezcla para reconstituir. 

Se preparó la siguiente mezcla: 
Acetonitrilo:Agua:Metanol, .18:37:45. 

• Preparación de la solución buffer de acetatos pH= 3.0 

Se preparó una solución de.acetato de sodio 0.5 M (se pesaron 10.3 g de 
acetato de sodio; se disolvieron y llevaron al aforo con agua en un matraz 
volumétrico de 250 .rnl) ••. 

• Solución b~~er~~e ~cetatos pH = 3.0. 
Se mezcló .eri.'urí matraz erlenmeyer de 125 ml, 12 ml de la solución de 
acetatode sodio 0.5M, con 13.1 ml de ácido acético glacial y se verificó el 
pH, que resultó dentro .del intervalo de 3.0 ± 0.5 

·• ·Preparación de la solución de estandar interno: 

Se pesó el . equivalente a 25 mg de propilparabeno, se transfirió 
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 50 ml , se disolvió y llevó al 
volumen con una mezcla de metanol:agua 90:10, se tranferió una alícuota 
de 2ml a un matraz volumétrico de 50 ml y se lle.vó al volumen con la 
misma mezcla de metanol:agua 90:10, para obtener una concenlración 
final de 20 µg/ml. 
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• Preparación de plasma cargado con naproxeno sódico: 

a) Curvas para determinar el límite de detección y el límite de 
cuantificación 

Para cada una de las curvas patrón se pesó aproximadamente 30 mg de 
naproxeno sódico sustancia de referencia, se disolvió y llevo al volumen en 
un matraz de 100 mL. Se reaiizarón las siguientes diluciones para lograr 
las concentraciones requeridas. 

0.5mU10 
(15~g/mL) 

30mg/ 100mL 
(300µglmL) 

.. Zl~c, ... · . .,o 

·. ··2mu10· •. : .. 

·•/'T"". ,._, ·~~,, "~ ~;·;·-· 

.
. · · .. ·.:.··.:··.· :124µ· 1".'Ll .. 

. !,;, \ ·. -:·~ . 

. O.Sm 10 o.;~U10 ;>1~01ó·. 
(0.75µglml) (1.Sµg/mL) '· (15µg/ml) 

Nota: Todas las diluciones . fueron realizadas. ·con aguá 'destilada a 
excepción de la última dilución que fue realizada con plasma limpio. 

. - . . . . . . - . i 
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b) Curvas para determinar linealidad 

Para cada una de las curvas patrón se pesó aproximadamente 150 mg de 
naproxeno sódico sustancia de referencia, se disolvió y llevó al volumen en 
un matraz volumétrico de 25 mL y se realizar6n las siguientes diluciones 
para lograr l~s concentraciones requeridas. 

·',' 

Nota: Todás: las dilÚciories fúeron realizada~'. c~n agua destilada a 
excepción de la última dilución que fue realizada con plasma limpio .. 
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MÉTODO ANALITICO 

Proceso de extracción del naproxeno sódico de . la matriz · biÓlógica 
(plasma). 

A 1 ml de plasma se adicionó 200 µL.:d~úria ii~lú~iÓry d~'.pró'pilparáben~ 
como estándar_ internó' (20 µg/inL);JOO•µL de un buffer_de,acetatos (pH73) 
y 6 ml de una mezcla dé acetáto de etilo;hexarío'30:10?se'agitó'di.ira·rite 5 
min, con mixer; sei dejó reposar,durántc 5min,.Se.tras~asó)a fasé oigániéa 
con pipeta pasteUr a un tubo de ensayo; se eváporó á sequedad eón aire y 
se reconstitÚyó ccin:'500/ ¡ÍL.:/ de úná}mezclalmeta11cii:a'gúa°!~·go;fo,{sé :·•· :· 
adicionarciri 3 rn~ de hexano· RA'.".se. agitó en mixer'; poÚ3' min'.y:.se dejó······ 

· reposárduráriie 3 mirí: Se deisec~ó la fase súperior (hexano) y'_ se evaporó·.·,. 
la fase metariólica a: séqueélad .· Finaimeíite se , ád_iCioná'ron é 200 ·µU de· '. 
acetonitrilo:agua:meta'iíó1;1 s:37:45'. y~s'é. inyeciárori 5·.·µi.;: en' el ~sistériía 
cromatogréfico.: ' ' ' . ,• ' .. . . . ' ' '· ; ·:.:¿· ''., . 

' ' .. ~'":'.' .·'.,_; ·~:~ . - ,, 
-·:l: 

NoÍa:. el plas~a Útili~ado. deti~. estar prev;ame~t~ cargadó c~~'naproxeno 
sódico. · · · · · · · 
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. . 
'.. .: ,.·.: . 

. DIAGRAMA DE FLUJO 

' . _.' : '• 

Proceso de ex.tracción del· ·napr¿xerí~ ~Ódicode la matriz bioiógica 
(plasma): 

200µL std Interno 
1 OOµL Buffer pH3.0 j-~ 6mL Acetato de etllo:helfano 

1 ml de plasma 

Adicionar SOOµL 
de MeOH::H20 
90;1Dy3mLde 
he11ano 1 j Trasvasar la fase arganlea 

a otro tubo de ensayo y 
-4- desechar la rase acuosa 

evaporar a sequedad la 
fase orgánica, 
~ 

¡ 
T AgHar3minen Oesecharlafase i 

~:~~i~r _... organlca y evaporar _... Reconstituir con 200µL 
a sequedad la de CH3CN:Hp:MeOH 

~ra-•_•_•cuo~~~~--' ._1_e_:J1_:•_s~~~~-' 

l lnye<laral ~~ema - • Trasvasara un Agrtar1min~n ~ 
cromalografico LJ mlcrovtal .._ ::~~:r 1 
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combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

4.4 VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALiTICO. 

En la validación del método analítico se evaluaron las siguientes 
características: especificidad (incluyendo pureza de pico), linealidad, 
exactitud, precisión, estabilidad de la muestra, límite de detección y límite 
de cuantificación, repetibilidad del sistema, robustez del sistema 
cromatográfico, adaptabilidad del sistema cromatográfico, comparación de 
la cuantificación por áreas y por alturas de las señales cromatográficas. 

4.4.1 ESPECIFICIDAD. 

La validación del método se inició probando la especificidad de la técnica 
selecionada, es decir, se demostró que la respuesta es debida solamente 
al analito en cuestión, esto es, demostrar que no haya interferencia del 
plasma ni del principal producto de biotransformación (0-
desmetilnaproxeno), así como de las sustancias adicionadas para la 
conservación del plasma como pueden ser Jos anticoagulantes; también se 
probó la no interferencia de los reactivos adicionados para la extracción 
del naproxeno sódico del plasma. 

La especificidad del método también fue determinada para clorhidrato de 
ambroxol, que es un compuesto endogéno a la forma farmacéutica 
probada. 

Cuando se está probando la especificidad del método se pueden presentar 
otras señales (debidas al metabolito, reactivos y anticoagulantes), sin 
embargo dichas señales no. deben de interferir con los tiempos de 
retención de los picós de interés; como son; el del analito en cuestión y el 
del estándar interno: ·· · · 
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Tambien se verificó la pureza de los picos de interés, como son el .del 
estándar interno, propilparabeno y naproxeno sódico en una muestra de 
plasma cargado, esto con el fin de cerciorarnos que no existen sustancias 
en la muestra que esten presentando una respuesta espectrofotométrica 
que interfiera en la cuantificación analítica de activo. Dicho análisis de 
pureza de pico se realizó en un cromatógrafo de líquidos que posee un 
detector por arreglo de diodos 

Para probar la especificidad del método, se realizó lo siguiente: 

• Se trabajaron como mínimo 3 muestras de plasma limpio (plasma 
limpio es aquel que no contiene el principio activo) con el proceso de 
extracción antes mencionado; sólo que sin adicionarle estándar interno, en 
su lugar sólo se adiciona el volumen correspondiente de la mezcla 
metanol:agua 90:10. Esto equivale a las muestras blanco de plasma. 

• . También se trabajaron muestras de plasma adicionado con el 
metabolito (0-desmetilnaproxeno), el estándar interno (propilparabeno), los 
anticoagulantes empleados (heparina, ácido cítrico, glucosa y citrato de 
sodio) y el clorhidrato de ambroxol (compuesto endógeno a la forma 
farmacéutica probada). Tratandose, con el procedimiento de extracción sin 
estándar interno, con el fin de verificar si presentan algún. tipo de 
respuesta. 

• Así mismo se trabajaron muestras, sólo que en lugar de plasma se 
utilizó el volumen correspondiente· de água, y se siguió el procedimiento de 
extracción, esto con el fin dej>robar 'si los reactivos empleados producían 
algún tipo de señal. Lós.·reactivos· p-robados .• ruerón .buffer de acetatos, 
mezcla de acetato de etilo:tiexano 30:7o;·mezcla .metanol:agua 90:10 y 
Hexano UV. ' .. • :/ •. ./-'. · ~;· '"~·:¡; >.;.' .. :'.. 

: ~- ,~,: <.,~.: ·.>.-.-,i?:Z5 ;·/::r?·~- :'.)· ,~. · -: _ -:· ,·;.;;,:.:: 
;{.,.y'·' ·t·c:\ ·:: ·=;. • • ._. ····~ ' ~-.. ·--

Una muestra. d.e. plasma 'deruri;:--oluntaíio''(al cUalpreviamente. se. le 
había administrado ·.una.•tableta~con: naproi<eno sói:fico''.y,-clorhidrato•. de··.• 
ambroxol) se trato con el próc'edimierito i:fé'extrác'cióií des'crito y 'se inyecto. 

' •' . ..:, .- .. -.... ,_· -.' ''..:·" -.. ,_ ·, '· .. · ...... -. ~- ·,.' . . ' ·. " 
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Validación de un M6todo Analftlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por ClAR en una _ ..... ~r·~-·· .. · .. ,.,.~·~-
• Pari verificar la pureza de los picos de interés se trabajaron seis 
muestras de plasma previamente cargadas con naproxeno sódico a una 
concentradón de 48 µg /mi y se procedió de acuerdo al método analítico, 
posteriormente se inyectaron al cromatógrafo por arreglo de diodos el cual 
tiene un corando especifico para realizar pureza de pico. 

1 

4.4.2 LIMl~E DE DETECCIÓN Y LIMITE DE CUANTIFICACIÓN. 

El límite de letección (LO) y cuantificación (LC) fue determinado mediante 
la elaborar?lón dos curvas patrón e.n plasma en el siguiente intervalo de 
concentraciones: 0.75, 1.5, 2.4, 3.0, 6.0, 9.0, 12.0, 15.0, 18.0 y 24 µg/ml y 
uli/lzando 6 determinaciones del nivel del ruido 

La determinLión del nivel derüidci del detector consistió en realizar seis 
mediciones ~n condiciones .estándar de operación del ruido propio del 
instrumento. Las condiciones de integración utilizadas para determinar· el 

,;w1 de ru•r~" ''"''"''"'-' > . . . ' 

Atenuación (Alt 21'} =cero .· 
Nivel dp ruido (Treshold) = cero 
Zero = 50 · 
Velocidad de la carta (CH SP) = 1.0 ., ... ·· .... · ··· · . • 
Ensanc~amiento del pico '(Peak WitlÍ) = 0.14 {es el PW de trabajo 

. ,,, omr '"""ko ~''"'°' •···•· · .. · .. ·. . .•. . .. 
Se inyecto unicamente fase mov1/ al sistema cromatografico, para realizar 
!as determin~c~ones del r~ido,Las ~~diciones : ~e · realizaron con 

'"''"m'"'°' r-1 ."'~"""'º m•d<OOO" '". m<l<mollO• 
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Se utilizaron dos métodos para determinar el límite de detección y el límite 
de cuantificación. 

El método 1: 

Mediante las siguientes ecuaciones se determinó el límite de detección y el 
límite de cuantificación. 

LD =3 Sb/S 
LC = k Sb/S 

Donde: 

LD =Límite de.detección. 
LC = Límite de cüantificación. · · · 

3 = e; un factor para ~I 99. 9% ael nivel de cónfianza .·. . 
Sb= désviacióií estándar de las deterniinacionés delnivei de ruido 
S= . péndiente de la curva patrón. ·. . • .• . . ; .•·.·· ..•. · · 

k= 10 pará 10%de DER (desviai::ión estádar'relativa); Es un 
factor indicativo de la precisión 'de'seadá en 91 punto más bajo 
(por ejemplo 10para 10% depER, 20 para 5% de DER): · 
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El método 11 consistió en lo siguiente: 

Los respuesta obtenida, tanto de las mediciones de nivel de ruido, asi 
como los obtenidos de la curva patron, que son mediciones en milímetros 
se transforman a milivoltios y utiliza;ido la siguiente tabla se realiza en 
ajuste de atenuaciones. 

ea111,l'!~egr11doresHe.3396A .. s11t~11n11'.!Jry,a)~~!ll!l!!_J~~l;!:fl!'!I,~ 
¡;:.n. de 150 m·m solo en un ran· ó'de atenuaccl6n entre -8 
Atenuación : ,-,,;<·· •· · mV/escali .. tótal ·•';s: · ·.''."niAU/esciala 

-3 0.125 
·2 0.25 0.5 
·1 0.5 1 
o 1 2 
1 2 • 2 • e 
3 e 18 

16 32 
32 64 
64 128 
128 256 
256 512 

• 512 1024 
10 1024 2048 

Una vez realizado el ajuste de atenuación y realizada la conversion a 
milivoltios se elaboró otro grafico de concentración contra milivoltios para 
la curva de regresión. 

Se consideró para el limite de detección 2 veces el nivel de ruido y para el 
limite de cuantificación 1 O veces el nivel de ruido, se interpolo en el gráfico 
de regresión para el intervalo de confianza al 95% en el límite inferior. 

Una vez que se determinó el límite de cuantificación, se realizo una 
precisión del mismo, para lo cual se trabajaron por separado 5 réplicas de 
la concentración considerada como mínima cuantificable y la relación de 
áreas se interpoló en el promedio de las cuatro curvas patrón que se 
trabajaron para evaluar la linealidad del sistema. Se determinó el 
coeficiente de variación de las 5 determinaciones. 
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4.4.3 COMPARACIÓN DE ÁREAS VS AL TURAS. 

La comparacron estadística de la cuantificación de las señales 
cromatográficas por áreas contra la cuantificación por alturas, se realizó 
preparando muestras de plasma cargadas con naproxeno sódico a una 
concentración conocida e inyectando las mismas muestras al cromatógrafo 
e indicando al integrador que realice primero la cuantificación de las 
señales cromatográficas por áreas y luego por alturas. Se calculan los % 
de recobro y se realiza una prueba de ANADEVA y una prueba de t para 
determinar si existe diferencia significativa enlre un método de 
cuantificación por áreas y otro por alturas. 

4.4.4 LINEALIDAD DEL SISTEMA Y DEL MÉTODO. 

La linealidad del sistema se evaluó empleando 8 valores del intervalo 
esperado de concentración. Considerando como variable independiente (x) 
a la concentración y como variable depediente (y) a la respuesta o factor 
de respuesta , el cual se calculo de la siguiente manera: · 

Donde: 

FR - F~;torcie ~espu~st~. .. . . 
AN•N• Áréa del pico de naproxeno sódico. 
Ai~ .... ~ = Área del pico del estándar interno (propilparabeno) 

• ' ' 1 .- ,·. • 

Considerando un ~rror ~espr~~i~ble ~~ (x). 
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Preparación de las curvas patrón. 

Se pesó cuatro veces y de manera independiente, estándar de naproxeno 
sódico para lograr cuatro soluciones patrón: se realizarón las diluciones 
correspondientes, efectuando la última dilución en el plasma, procurando 
mantener constante el volumen de alicuota y se trabajó en el intervalo de 
concentraciones selecionado, considerando, el punto mas bajo el límite de 
cuantificación (3 µg/mL). el punto medio, la concentración máxima 
reportada en la literatura (Cp máx) (48 µg/mL)y el punto alto dos veces el 
valor del Cp máx (96 µg/mL). 

Se siguió el procedimiento de extracción de naproxeno sódico, para todos 
y cada uno de los diferentes niveles de concentración de las curvas patrón. 
Se inyectarón al sistema cromatogré)fico. Posteriormente se realizarán los 
gráficos de las concentraciones expresadas en unidades de masa/volumen 
en el eje de las abcisas (x) y Ja respuesta en el eje de las ordenadas (factor 
de respuesta) (y). 

4.4.5 EXACTITUD. 

-Exactitud ó Repeti~ilidad del sistema: 

La exactit.ud se ~eter~inó de. la siguiente mánera: Se tiabajarón fres 
niveles de.concentración 3, 12 y 24 µg/mL de naproxeno sódico en plasma 
cada uno. por, sextupÍicado;,: en. total.1. 8 .·muestras, El factor da· respuesta 
obtenido para: cada muestra, se interpoló en· dos curvas de calibración 
adicionadas de náprnxeno sódico~. Se calculo el porcentaje de ·recobro, Ja 
media,. la des.viación es.tandar y el i:oefi.ciente de variación·• 

4.4.6 PRECISION. . .. . 

-Precisión ó R~petibilidad d~I método: 
. ' .. . ::·.' ~':· . . ' . : ,_ .. '. ... . ' ·. ' 

Se trabajó. 9ori una .mezcl.a . de pla~ma cárgado de una éoncentraciéÍn 
equivalente a 40. µg/rnl con naproxeno .sódicó. Fue evalúádo por dos 
analistas de manera iridepel)diente: cada analista trabajo seis réplicas de 
un mililitro' cada muestra y dos curvas . patrán 'con el rnis'mo • método de 
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combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

extracción, durante dos días diferentes. Se interpolaron las muestras en las 
dos curvas patrón, que fuerón preparadas en forma independiente por los 
analistas, para determinar la cantidad de fárm"aco presente en las seis 
réplicas. Se determinó la desviación estandar relativa de todos los 
datos,en dos días diferentes, analizando 24 datos en total. 

ADAPTABILIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRÁFICO. 

La adaptabilidad del sistema cromatográfico, se realiza con el fin de 
conocer los parámetros cromatográficos bajo los cuales se está trabajando, 
ya que son un indicativo de las condiciones en que se encuentra la 
columna cromatográfica y en general de todo el sistema cromatográfico. 
Los parámetros evaluados fuerón los siguientes: 

Número de platos teóricos. 
Eficiencia. 
Resolución. 
Factor de coleo. 
Factor de capacidad. 
Selectividad. 

Dichos parámetros se evaluarán con una muestra estándar de la curva de 
calibración correspondiente al punto medio, y con los mismos parámetros 
de integración, volumen de inyección y tiempo de corrida que indica el 
método, sólo que a velocidad de carta de 1 cmlmin. · 

Para definir los parámetros cromatográficos óptimos, así como los 
intervalos permisibles; se evaluó la adaptabilidad del sistema cada vez que 
se corrian curvas patrón, mientras se adecuába y validaba el método, con 
el fin de determinar los parámetros cromatográficos óptimos de trabajo. 
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4.4.7 ESTABILIDAD. 

Se probarón dos tipos de estabilidades; estabilidad a corto plazo ( en fase 
móvil) y estabilidad a largo plazo. 

La estabilidad a corto plazo consistió en lo siguiente: 

Se trabajó un nivel de concentración (57µglmL). Esto es, se cargó plasma 
con el naproxeno sódico, de una pesada independiente a las de las curvas 
de calibración donde se interpoló para determinar la concentración inicial 
del fármaco en el fluido biológico. 

Se trabajó de forma independiente cada muestra con el procedimiento de 
ensaye, se envasó en microviales en las condiciones normales de trabajo 
listas para inyectarse al cromatografo, se determinó la concentración 
inicial, interpolando en el promedio de dos curvas de calibración 
previamente preparadas, y se inyectó por triplicado; el resto de las 
muestras se almacenaron de la siguiente manera 1 B muestras se 
almacenaron a TA (temperatura ambiente), posteriormente se fueron 
inyectando las muestras por triplicado cada tiempo, hasta 
aproximadamente 96 horas. Se cálculo el coeficiente de variación. 

La estabilidad a largo plazo consistió en lo siguiente: 

Se trabajo un nivel de concentración (48 µglmL). Para lo cual se 
seleccionó una cantidad de plasma para preparar las muestras y se 
adicionó el activo. La pesada del activo, fue independiente a las utilizadas 
en la elaboración de las curvas patrón, donde se interpolaron las muestras 
para determinar la concentración al tiempo cero. 

Las muestras se dividieron en forma individual para realizar su análisis 
evaluando cuando les correspondiera según el tiempo de análisis. Las 
muestras fuerón montadas en estabilidad a -15ºC (condiciones de 
congelamiento), hasta el momento de su análisis. 

Las muestras se analizarón de la siguiente manera: aproximadamente 
cada semana se tomarón tr~s muestras para ser analizadas. Esto por un 
lapso no menor de tres semanas. Se calculó el coeficiente de variación. 
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comblnaciOn de NaproKeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

4.4.8 ROBUSTEZ. 

La robustez del sistema cromatográfico se determinó verificando el efecto 
que ejerce sobre el sistema cromatográfico la proporción de solventes en 
la fase móvil, la cantidad de ácido fosfórico (H3PO,) y el cambio de 
columna. 

El efecto de la fase móvil fue evaluado inyectando una muestra de plasma 
cargado con naproxeno sódico a la concentración plasmática máxima 
esperada, otra muestra que contenla únicamente propilparabeno y una que 
solo contenía el principal produclo. de biotransformación del naproxeno 
sódico (o-desmelilnaproxeno), se inyectarón estos debido a que son los 
que salen más próximos a el naproxeno sódico. la evaluación se realizó 
cambiando la proporción de los componentes de la fase móvil. 

• Las fases móviles probadas fueron las siguientes con una cantidad de 
ácido fosfórico constante 0.05ml para un litro de fase móvil: 

a 

b 

c 

d 

Acetonitrilo:Agu~: 36'.64! iás'~ inóvll (fase: de comparación). 
.;_,_;,;.,J. '.: 

Acetonitri1o:A9ú~; 4(J:'60; rrias'canÍidad .. de aC:etonitrilo. 

Acetonitriio'.j\g~a. 4~:~s;·111a~\anÚdad de acetonitrilo .. 

Acetoniiriró:~gGa:'3():?0, ~énos cantidad de acetonitrilo. 

Para evaluar el efeclo de la caritid~d de ácido fosfórico en la fase móvil se · 
inyectaron las' misma níue'stras que en el caso anterior. 

' ··.·. . ., ·· .. ' . '" 
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Validación de un Método Analltlco para Cuantificar Napro><eno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambro><ol. 

La proporción de acetonitrilo: agua fué 36:64 y las cantidades de ácido 
fosfórico fuerón las siguientes: 

a 

b 

c 

d 

O.OS mL de ácido fosfórico a 1 L de fase móvil 
(fase móvil de comparació(l)~ \ , .. > · ;: 
o.o mL deácido fosfórico a;1._L de fa~~ ni.óvil,' 

0.1 ml de ácido foSfóÍÍco. ·~/~1 ·~ :~0;t8!ie ·m9vil. 

1.0mL de ácido fósfodco a'iLde fase móvil: .. 

El efecto de la columna.se ,determinó con la misma muestra que se utilizó 
para evaluar el efecto de lá .'fase · móvil. La evaluación fue realizada 
probando diferentes columnas. · 

. . - ::_~:· ... ·< ... :-> ·.- . 

Las columnas probadas fUero~ l~s sÍguientes: 

a 

b 

c 

d 

e 

'··.· ... , 

Columna Adsorbcisp~ernC18 s µde 1sox4.6 mm. Alltech. 
(columna de cámp!!ráCi6n)>· · 

·:.: '.:~:>>' 
Spherisorb oos-2:de 5 µde 1 so x 4.6 mm, Alltech. 

Pinkert<JnlSR~G¡;F;ll 05 µ ~~;.1~0x4.6 mm d~ LÉACSA. 
·'.,· :"- .·.;•.,, .·. ·.--". :-:'.' - .·-···.'· - ·. ' 

water~Novapak, 5 \i cl~~1 so x ú. 'mm; \"Jaters. 

ü1t~asphere, s µ·da rsó·~;t6 ~lii .. seci<r;;ari:·· 
Spherisorb.C1aS µ'de .1so x4,Gim~;Alltech: 
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Valldaclón de un Método Analltlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambioxol. 

5 

R E S U L T A O O S. 
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Valldación de un Método Analftico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por ClAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambro>col. 

5. RESUL TACOS 

VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALiTICO. 

5.1 ESPECIFICIDAD: 

Como se puede comprobar en los cromatogramas, donde se prueba el 
principal producto de biotransformación 0-desmelilnaproxen, el clorhidrato 
de ambroxol (fármaco endógeno a la forma farmacéutica que se desea 
probar), los anlicoagulantes empleados, (heparina, ácido cítrico, glucosa y 
citrato de sodio), así como los reactivos utilizados en el método para la 
extracción del fármaco de interés, se puede observar que no hay señales 
que interfieran con los picos de iríteres; como son, la señal del 
propilparabeno (estándar interno) y la del naproxeno sódico. 
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Validación de un Método Analllico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

e) 
o d) 

tL t ~ .. :, .·. a 

r-f -""-'~.~ .. ··.L.· --~= f; ' 1 1 1 ¡. 

Figura· 1 
ESPECIFICIDAD DEL MÉTODO 

a) Naproxeno Sódico (24µg/ml), .. b) Propilparabeno (1Dµg/mL), 
e) 0-desrnelilnaproxeno (4Dµg/mL) y · · · 

d) Clorhldralo de Ambroxol (20µg/ml) 
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Validación de un Método Ánalltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

a) 

e) 
o .... 

~ ""' 
~ !! 
~ a· 
~ 

b) 

d) 

.... ... 
..; 
-::< 

:;; 

Figura 2 

ESPECIFICIDAD DEL. MÉTODO 

.., 

.... 
~ '!> 

~ 
~· :: 

a) Blanco de plasma, b) Blanco d~· reactivos, . 
c) Muestra de plasma adiciánada con Proplipárabeno y naproxeno sódico y 

d) Muestra de un lioluntarto Sano. · 

1 
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Validación de un Método Analltlco para cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación cJe Naproxen.o Sódico co~ Clorhld.rato de Ambroxol. 

Con respecto a la pureza de pico los resultados se puede observar que el 
pico para naproxeno sódico es puro puesto que presenta una comparacion 
(match) de 1000 que es lo que nos indica una pureza del pico de 100%, 
para el pico del propilparabeno (estandar interno) se encentro un match de 
982, esto es 98.2% de pureza, por lo que este pico también se puede 
considerar puro. 

18 

16 

14 

12 

ie 

8 

·s 

2 

e 

LC A 254,4 450,BB of NORHA02A.D 

NAPROXEN soorco EN PLASMA 

2 

· PUREZA 0EP1co DE NAPROXENO SÓDICO Y EL ÉsTANÍ:lAR INTERNO 
(PROPILPARABENO ) EN UNA .MUESTRA DE PLASMA. 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

6 . ID 12 
T1 me Cin1 n.·)• 

Peiktt Z tiaie: 11.C\S.1 1r.atch: 1(.100. T: LC R 254,c\ c\SC•,eo 
Peak opec tro: mis h:h z, LC A 2sq,q qso,eo 

~: Le A zsq,q qso,so 
CPuri lyl X: Si?t of '3 IJV ...... •••• PRElMI 

Figura 4 

PUREZA DE PICO DE NAPROXENO SÓDICO Y EL ESTÁNDAR INTERNO 
(PROPILPARABENO) EN UNA MUESTRA DE PLASMA. 
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Validación de un Método Analltlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

;; 
';; 
u 

" 
::J 
IC • 

::J 
a: • 

LC A 25_4, 4 ··.4S'1, BD 

"l ID 

' 
D 

'«f\PD.tJ:t.Cfll. SODltll EN Pl.RSUR 

of" ·. f.IORHA02A: O .. 
"' ., 

1 ~· ! 

i ' 

·! 
'I 
1 
1 

10 

A 
TI ftUo (in 1 n. l 

Peak!! 1 tjc:e: 7.'198 :.a!th: 'f22 T: LC A zsq,q '1~{1,ro 

HñRtlJNG: P-c:alo. ~pe.:tra imiicate~ pt'11.J.. 1mpurrty Z: LC R 254,4 4SC11 SO 
I': Le A zsq,q q~o.ao 

[Pur1 tyl l<: Sol of 3 lr,1 

1::: 

---- 111111111111 
PRERllf/ 

Figura 5 

PUREZA DE PICO DE NAPROXENO SODICO Y EL ESTANCAR INTERNO 
(PROPILPARABENO ) EN UNA MUESTRA DE PLASMA. 
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Validación de un Método Analltlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhldrato de Ambroxol, 

5.2 LÍMITE DE DETECCIÓN Y LIMITE DE CU.A.NT!F!C.&.CIÓN 

El límite detección (LO) y el límite de cuantificación (LC) se determinarón 
con los graficos obtenidos de la curva patrón. 

2.4538 
3.0250 
6.1347 
9.2020 

12.2694 
15.3360 
18.4041 
24.5388 

Tablal 

:RESPUESTA·'··· .. 
. :·:'(ALTURA 

"· :: '[)EL PICO 
· ··<.oE'. 
NAPROXENO 
:;SÓDICO) 
<<·(mm) 

CURVA 1 

2.52 
4.02 
6.40 

12.10 
19.97 
22.72 
33.68 
39.90 
36.18 

RESPUESTA 
':(ALTURA''.' 

··~~~~~ 
CURVA 2 .. :: ·'/'<.".'· 

1.40 
3.02 
5.77 
6.61 

12.30 
16.89 
21.32 
32.80 
40.01 
54.33 
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Valldaclón de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR an una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

CURVAS PATRON PARA EL LIMITE DE DETECCIÓN Y DE 
CUANTIFICACIÓN 

Tabla 11 

-~e; -;-:·,.~.;; .. ', 

0.7668 1.400 0.5973 
1.5336 2.770 1.1819 
2.4538 4.895 2.0885 
3.0250 6.505 2.7755 
6.1347 12.200 5.2053 
9.2020 18.430 7.8635 

12.2694 22.020 9.3952 
15.3360 33.240 14.1824 
18.4041 39.955 17.0475 
24.5388 45.255 19.3088 
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V11/daclón de un Método Anallt/co para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

MEDICIONES DEL NIVEL DE RUIDO 

Tablalll 

t!rJf'!j¡f *J~~~i~tl2l í~~f¡*~i'ti~º'. 
1 3.73 
2 3.78 
3 3.75 
4 3.88 
5 3.86 
6 3.97 
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Validación de un Método Analllico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Metodo 1 para determinar el limite de detección (LO) y el límite de 
cuantificación (LC). Se empleo el siguiente gráfieo. 

'E 
~ 
D 
u ... 

'11 
D • 
D e • X 
D 
L 
a. • e 

• 'D 

• L 
::J .... 

...¡ 
<I 

~XNEALXDAD PARA LD Y LC DE NAPROXENO 

soorco eN PLASMA 

68 

48 

38 

28 

.18 

8 

.. .. 
.... ·· 

.. ' 

/
•"/ 

.·_·' 

;¿. . ..-

.... 
:-' 

' , 
, 

e 6 .18 16 

.. ... 
.. .... , 

.... , 
' 

28 

Canc•ntr•cian <mcg/mL> 

Figura 6 

.. , , 

-26' 

CURVA DE LA LINEALIDAD DE NAPROXENO SÓDICO-EN PLASMÁéARA · - _ 
DETERMINAR EL LIMITE DE DETECCIÓN Y ~L LIMITE DE CUANTIFICACIÓN. 
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Valldaci6n de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno S6dico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Análisis estadístico de regresión para el gráfico de concentración contra la 
altura del pico de naproxeno en milimetros, para determinar el limite de 
detección y límite de cuantificación por el método 1 

&teddtícostM 
R•Vf•sidn 

RegrHl6n 

R Cu.tr.t• 

Error E•t•nd•r 
Observaciones 

0,9120 

0.9140 

2.1508 

10 

Tabla IV 

Y• 1.915SX + 0.282 

81 

Prob•bllid•d Umit• inf.not 91 Umít• •"P-*" 

Intercepto, 

pendiente 

0.2820 

1.9850 

-1.0727 

0.0888 

0.2443 

22.1868 

o.sus 
3.83E·D9 

95" d• ., 95" de 
slpn;flcencle •lonific11nr:ie 

·2.2117 

1.7608 

2.7357 

2.1892 



Validación de un Método Analltlco para Cuantificar Neproxeno Sódico en Pla1ma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Con el valor de la pendiente resultante del gráfico de concentración contra 
respuesta en mm y con la desviación estándar de las mediciones del nivel 
de ruido en mm y sustituyendo en las siguientes ecuaciones se obtuvo el 
LO yel LC 

LIMITE DE DETECCIÓN. 

Sb = 0.0915 Ver tabla IV 
S = 1.9650 Ver tabla VI 

LO =3 Sb/S 

Sustituyendo: LO= 3(0.0915/1.9650) = 0.1396 µg/mL 

LIMITE DE CUANTIFICACIÓN: LC = k Sb/S . . ' . . 

k = 10 ., ' .·· '.·''. 
Sb = 0.0915 Ver tabla 111 
S = 1.9650 Ver iabla IV 

Sustituyendo:· LC ':" 10(0.0915/1.9650) = 0.4656µg/mL 
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Validación de un Método Anatltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxcn'? S6dic~ con Clorhldral<;1 .de Ambrox~I. 

~: . ' 

Método 11: para determi~ar el"Ürriite de. detección (LO) y él límite de 
cuantificación (LC). Se empleo ei siguiente gráfico. 

• D .... 
.¡J 
..... 
D 
::> .... 

..... .... 
:e 

LINEALIDAD PARA LO Y LC OE NAPROXENO 

SOOICO EN PLASMA 

ee 

16 

12 

6 

4 

e 

.... ;;'.~· ... ····· 
·/.-' 

. .. //. 
.. ·' 

/f 
, ... // >< ... 

e 6 10 15 

_.-

. 

28· 

cc;;.cantracici~ cm~g/mU .. 

,, 

26 

- . . '"·.. ·:.· .. ·:·. ' .. . ' 

CURVA DE LA LINEALIDAD DE NAPROXENO SÓDICO EN PLASMA PARA 
DETERMINAR EL LIMITE DE, DETECCIÓN Y EL LIMITE DE CUANTIFICACIÓN. 
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Valldacfón de un Método Analftico para cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. · · 

Análisis estadístico de regresión para el gráfico de concentración contra ra 
altura del pico de naproxeno en milivoltios, para determinar el limite de 
detección y limite de cuantificación por el método 11 

&tadlstlcos d11. 
Raerasl6n · 

Regrealón'· ·· o.9.964 ·. 

A cúitdr8d11 
Error .E111ond~r 

observaclonOs, 10 

Tabla V 

Y• 0.9084X + (-0.2718) 

84 

~~~i;.;,~;;~ )Jii,.~;~; 1- Estadfsll•• Probabilidad · ~;;,¡;~ ;,;,B;ior Úmi111 ~up~rior 

lnfor.copto 

ptindierito 0.9084 

,. -_·,-.. 

0.0273 

·0.8628 

33,2826 

0.4129 

E-o"s 

·'·.'~ a/95%.d9 · a/95% dt1 
significancla slgnificsncia 

:-0.9973 

0,8456 
. 0.4638 
0.9714 



Validación de un Método Analltico para Cuantificar Napro>ceno Sódico en Plasm1 por CLAR en un1 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Con los datos obtenidos para intervalo confianza para el límite inferior 
pendiente resultante del gráfico de coricentración contra respuesta en 
milivoltios y con las mediciones del nivel de ruido en milivoltios y 
sustituyendo en las siguientes ecuaciones se obtuvo el LO y el LC 

Cuando N es el nivel de ruido en milivots, y su valor es 0.0255 mV. Ver 
tablalll 

Entonces: 

LIMITE DE DETECCIÓN. 

LIMITE DE CUANTIFICACIÓN. 

LO= 2 N LD=0.051 mV 

LC = 10 N LC=0.255 mV 

Con el gráfico de regresión y para el límite inferior se obtuvo lo siguiente: 

pendiente (m) = 0.8455 
intercepto (b) = -0.9973 

Y con la ecuación de la recta se tiene: 

Y=mX+ b ó X= [(Y-(b)) I m 

Por tanto se obtienen los siguiente valores: 

LO= [(0.051-(-0.9973)) I 0.8455 = 1.23 µg/mL 

LC = [(0.255-(-0.9973)) I 0.8455 = 1.48 µg/mL 
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Validaclón de un Método Analflico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. · 

PRECISIÓN PARA EL LIMITE DE CUANTIFICAC,IÓN 

Determinación del coeficieriie de variación para' 5 ·replicas del límite de 
cuantificación considerado (3.0 µg/ ml). · 

Tabla VI 

PROMEDIO = 2.9862 
O.E. = 0.1074 

CV ó DER = 3.60% 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

5,3 COMPARACIÓN ESTADISTICA DE LOS % DE RECOBROS 
OBTENIDOS POR ÁREAS Y POR AL TURAS. 

La comparac1on esladistlca de los % de recobros obtenidos para las 
señales cromatográficas por áreas contra las de alturas, se muestran a 
continuación. 

Tabla VII 

86.76 93.74 -6.98 
94. 79 94.42 0.37 
92.62 94.42 -1.80 
96.77 98.31 -1.54 

101.48 96.51 4.97 
97.26 98.81 -1.55 
96.41 98.81 -2.40 
99.12 107.27 -8.15 

105.27 104.84 0.43 
97.60 92.32 5.28 
90.59 92.32 '-1.73 
95.01 -1.79.· 
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Valldaclón de un Método Analllico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasmo por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. · 

.".' ·:·-' . '·' .. 

Análisis estadístico para la comparacíónde la respUesta en áreas contra la 
respuesta en alturas. · · · · · 

Hipótesis nula : 
• No existe variación entre una cuantificación por áreas y una cuantificación por alturas de 

naproxeno sódico en plasma con el método analltlco propuesto. 

Hipótesis alternallva: 
• SI existe variación entre una cuantificación por áreas y una cuantificación por alturas de 

naproxeno sódico en plasma con el método analltlco propuesto. 

COMPARACION AREAS & ALTURAS. 

ANADEVA: Factor 
Simple 

Tabla VIII 

Gro pos Cantidad . Sumatoria Promeclo , VarlBnza 

eoiú'mnl 1 
. Colum0a·2 

1.2 1153.68' 

• 12. . , 1168.S7 

96.14 • 23.53504 

97,38Óa3" " 21.95379 . 

'':.~ .... :-:~ .:':: :· ,'.-":·'.. ·.»· .. :~· 
'· Sum~ de .-: Grados de :· · ,"s~~I d~

··cuadrados. ,,· Ubertad ··,. .. Cuadrados 
F Probebildad 

...... 9.238004167·,: ' 

· soo.3n09i7 

Total • soo:a1s,10 

:msda 
9.23800 

·-.22 •.. ':i2.1""4i 

23 

Toma de d.eclslón:Como F .,.1 <: F.1.~ sé acepta la hip'ótesls nula. 

0.40617 0.53050 

Ftablas 

4.30094 

·cónclusÍón-: ·N~ hay va-riaciÓ~n ·en.lr~:una ·cuantlficáclón por áreas y una cuantificación por 
alturas de 11aproxeno sódico en plasma con el ":'élodo analltlco propuesto. 

88 



Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorh_ldrato de Ambroxol. 

. . . . ' . 
Análisis estadístico para la comparación de la respuesta en áreas contra la 
respuesta en alturas. · · · 

Hipótesis nula : 
• La varianza 1 es Igual a la varianza 2. 

Hipótesis alternativa: 
• La varianza 1 y la varianza 2 son diferentes. 

Tabla IX 

COMPARACION AREAS & ALTURAS:'.·· ·./:X>:·'' 

Donde: 

~~r~:~z~: ~~~:~!sdos rn~estras asumleR~?;i:¡~:¡ 
Variable 1 Variable 2 

Promedio 96.14 97 .38083 
Varianza 
Observaciones 
Grados de libertad 
!-calculada 
!-tablas de una cola 
t tablas de dos colas 

Variable 1 = % recobro por Alturas 
Varlable.2. =%recobre por Áreas 

23.53504 21.95379 
12 12 
22 

-0.63731 
1.71714 
2.07388 

TOMA DE DECISIÓN: Co~o ~'<''""'"se acept~ Ía hipótesis nula. 

Conclusió~: No hay difer~llcia slgnln~ativas entre las v~rfánzas 1 y 2. 
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Validación de un Método AnallUco para cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

5.4 LINEALIDAD DEL SISTEMA Y DEL MÉTODO. 

Los resultados obtenidos para las cuatro curvas patrón en fase móvil 
fueron los siguientes: 

Tabla X 

~~·~~:mc~ntraclón Are a Al•• ':·, 

t;'~~,~~:~~~1odlco Náproxeno eStandar Jntéino' ·, ·' · 
Sódico Propllparabono · ' 

3.0420 682750 4972800 0.1373 
3.0416 650670 4798800 0.1356 
3.0422 638510 4635400 0.1377 
3.0420 632630 4715300 0.1342 
6.0840 1358500 4892400 0.2777 
6.0832 1612000 5757500 0.2800 
6.0844 1246700 4601200 0.2710 
6.0840 1173700 4267300 0.2750 
12.1680 2495800 4511500 0.5532 
12.1664 2809900 5057800 0.5556 
12.1688 2595000 4752300 0.5461 
12.1680 2522800 4625000 0.5455 
18.2520 3820800 4828400 0.7913 
18.2496 3973300 4937100 0.8048 
18.2532 3927600 4583700 0.8569 
18.2520 4260800 5530300 0.7704 
24.3360 5475000 4959700 1.1039 
24.3328 4619200 4223800 1.0936 
24.3376 5259600 4917000 1.0697 
24.3360 5048600 4590500 1.0998 
36.5040 7739700 4906200 1.5775 ,' 
36.4991 6793500 4158300 1.6337 ' 
36.5064 7234400 4310400 1.6784 
36.5040 13971000 4404200 3.1722 
48.6720 10778000 4965000 2.1708 
48.6655 9084100 4244500 2.1402 
48.6752 9403500 4262800 2.2059 i :' 
48.6720 4768700 4401200 1.0835 ' ', 
97.3440 ,' 20215000 4579800 4.4139 
97.3310 18219000 4152700 4.3873 
97.3505 20293000 4631600 4.3814· ' 
97.3440 9851400 4495300 2.1915 
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Validación de un Método Analftlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

LINEALIDAD EN FASE MÓVIL 

Tabla XI 

~~)i;~URVAS ri~~~NE~~~A~:,~~V~L''fr'l~~~li 
:.c·oñc.corregida · ::~.if\:,·factor·de" ~Y .. ·):\'.f:ft. 
i;f,(/· luo/mL) '':.:· ..... ·:· '·'e:::·· resouesta "·~. ,,. 

3.0420 0.1362 
6.0639 0.2759 
12.1676 0.5501 
18.2517 0.6059 
24.3356 1.0917 
36.5034 1.2224 
46.6712 1.9001 

1--~~~~~~~+-~~~~~~~~~.,....-i¡ 

97.3424 3.8435 

Factor de Respuesta= (Área de propilparab~no) I (Área d~ naproxeno sódico) 

. ' . . ." '· ·. - :'· .', .' 

Ver la graftca p~omedió de las ~uaÍro c_urvás en fase móvil enJa figura 8 
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Valldaclón de un Método Analltlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plaism1 por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Análisis estadfstico de regresión para el gráfico de concentración contra el 
factor de respuesta, para determinar linealidad en fase móvil 

&t.di•tlco• d• 
R•ar11sidn 

RagrHldn 

R CUIKlred1 

Error E1t111ndar 

Ob1&rvaclont11 

lnto~copto 

Pandlonto 

0.9964 

0.9928 
0.1098" 

.. s 

Tabla XII 

.Y• 0.03856X + 0.040t8 

Caaficlaftt18 :·; &,~/ -,.&t8dÍ$ti~8 - P,~b~(i1;~~·/'l.i~l~/nf~rio,"í./~1~·~~p11rior 
btandar ;;· ':·_'.'.: •. tll95%d• ~.". -1.95%d1 

· · · ~ · 81onlf/cancl• '·ilgnlficancla 

.- ·:-. :'. ·' 

0.0405 0,0567 0.7145 o.4s81 -0.09a2·.-· 0:1191 
o.olee 0.0013 28.7728 1.SE·OI 0.0363 0.0418 
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Valldaclón de un Método Analltlco para Cuantificar N;¡proxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

~ • 
.n 
e o 

•"4 
u • .... 
~ 

LINEALIDAD DE NAPROXENO SODICO EN 

FASE MOVIL 

4 

3 

2 

e 29 

..... , 

<'-··_,;,"' ....... 
..... .. '' 

.• ' 
/<>,~ 

.... ··' 

49 se se 

' 

Canc•ntracian <~cg/mL> 

Figura 8 

' 
' 

189 

CURVA QUE REPRESENTA l.:A LINEALIDAD PARA NAPROXENO SÓDICO 
EN FASE MÓVIL. 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Los resultados obtenidos para las cuatro curvas patrón en plasma se 
muestran a continuación. 

Tabla XIII 

l. ·cu~yA~"P~TRÓN E~ PLAS"i~<r~~ ]\l~LU~ 
· · . , · .. ·. ·; LINEALIDAD.,· "'"'·'""'' » .. · .,· 

·~oncentracl_ón -.·"' Area · · '''•i• Area .... ·:·"·" .. ,« .1~9.torde_,c:}o ... 
l<N~proxeno , . ., ;;1'.'laproxeno , '>;/ Eatandar lnte~9;;:, ·~, (~a!"u~st~ 1;\:~ 
. ód1co fua/mll ... " "·' · Sódico oroniJnarabeno .• · ".\: .,. •. •·A 

3.0432 488260 2752700 0.1774 
3.0432 571700 3186200 0.1794 
3.0420 453000 2881400 0.1572 
3.0424 426030 2582300 0.1650 
6.0864 881900 3091700 0.2852 
6.0864 806490 3212000 0.2511 
6.0840 711760 2600600 0.2737 
6.0848 822590 2943200 0.2795 
12.1729 1171100 1881200 0.6225 
12.1729 1669200 2962600 0.5634 
12.1680 1524500 2818500 0.5409 
12.1696 1445800 1994900 0.7247 
18.2593 2252200 1900200 1.1852 
18.2593 2415500 2898000 0.8335 
18.2520. 2289700 3010500 0.7606 
18.2544 2474200 3032300 0.8159 

. 24.3457 2743300 2278600 1.2038 
24.3457 3234500 2603100 1.2426 
24.3360 2906000 1331300 2.1828 
24.3392 3013500 2508000 1.2016 
36.5186 4440000 2161600 2.0538 
36.5186 4453700 1801900 2.4717 
36.5040 4475600 2240000 1.9980 . 
36.5089 4671400 2689300 1.8114 
48.6915 4185300 1684100 2.4852 
48.6915 5576800 2106500 2.6449 .. 
48.6720 6099600 1881200 3.2424 . 
48.6785 6213100 2206900 2.8128 
97.3829 10777000 2206900 4.8769· " . 
97.3629 12078000 2406400 5.0149 . ·. 

97.3440 9064400 1624000 5.5815 . 
97.3570 12747000 2787200 I ·. 4.5734 .. ·· 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Neproxeno Sódico en Plasma por CLAR en une 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

LINEALIDAD EN PLASMA 

Tabla XIV 

·X• ·f:~,~;~r#;f?:'J:~~t 
}~-~pues.ta.:~· ·<51 

':/) 

0.1698 
6.0854 0.2724 
12.1709 0.6129 
18.2563 0.8988 
24.3417 1.4577 
36.5125 2.0837 
48.6834 2.7963 
97.3667 5.0122 

Factor de Respuesta= (Área de propilpar~beno) /(Área de· naproxeno sódico) . 

, .. 
Ver la grafica promedio de.las 'cuatro. curvas en plasrna en'la figuras 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Napro>Ceno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

LINEALIDAD PARA NAPROXENO SOOICO EN 

PLASMA 

3 

2 

1 

e 

e 20 40 se ee 

Canc•ntr•cion <mc~/mL> 

Figura 9 

.. .. 

100 

CURVA QUE REPRESENTA LA LINEALIDAD DEL MÉTODO PARA CUANTIFICAR 
NAPROXENO SÓDICO EN PLASMA. 
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ValldaclOn de un Método Analltlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Análisis estadístico de regresión para el gráfico de concentración contra el 
factor de respuesta, para determinar linealidad en plasma. 

Eat1dlsticos de 
Regresión 

Regresión Multlple 

R Cuadrada 

Err01 Eatandar 

Obaervaclone1 

Intercepto 

. pendiente 

0.99683 

0.99366 

0.14009 

8 

Coetfcfentes 

0,04751 

0.05244 

Tabla XV 

ya 0.05244X + 0.04751 

'• 
Enor tcak:ufada 

Estandar 

0.07231 0.65703 

0.00171 30,66344 

Probtb9d•d Unvt•lnltrior Umit• 1uperlor 
o/95- 9195" d• 

s/qnfffc1nda slqnfffcada 

0.53216 -'>.12943 0.22445 

1.01e~ 0.04825 0.05662 
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Validación de un Método Analltlco para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Para la variabilidad del método intra-día se trabajaron 4 curvas patrón de 
manera independiente por el mismo analista, cada día de análisis, durante 
dos días diferentes y se determinó así el coefiente de variación para cada 
nivel de concentración, como se pueden ver en las tablas XVI y XVII. 

VARIABILIDAD DEL MÉTODO INTRA-DIA 

Tabla XVI 

:~~1::Íón 
'Areas 

¡'.<;;· .. -.>······.· ._~de los 

:t~~~'.~~ >)<·. ··,·picos picos picos 

3 o. 1365 0.1657 0.118 0,1546 
6 0.2951 0.2804 0.3489 0.2582 0.2956 

12 0.5917 0.5481 0.5595 0.5516 0.5627 
18 0.8183 0.8297 0.8897 0.7742 0.8280 
24 1.1126 1,1337 1.0313 1.0556 1.0833 
36 1.4133 1.5226 1.7296 1.5138 1.5448 
48 2.1972 1.9866 2.0999 1.6719 2.0390 
96 4.3133 4.5262 4.0561 4.0620 4.2394 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

VARIABILIDAD DEL MÉTODO INTRA-DIA 

Tabla XVII 

':p~Cos 

3 0.1794 0.1592 0.1650 0.1698 6.19 
6 0.2510 0.2737 0.2795 0.2724 5.50 

12 0.5634 0.5409 0.7247 0.6129 13.40 
18 0.8335 0.7606 0.8159 0.8033 4.74 
24 1.2038 1.2426 1.2016 1.2160 1.90 
36 2.0538 2.4717 1.9980 1.8114 2.0837 13.37 
48 2.4852 2.6449 3.2424 2.8128 2.7963 11.66 
96 4.8789 5.0149 5.5815 4.5734 5.0122 8.42 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Pl<isma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

5.5 EXACTITUD DEL MÉTODO. 

Los resultados que muestran la evaluación de la exactitud del método se 
encuentran en las siguientes tabla~ .. 

Tabla XVIII 

~i ;:::~i;:~6
1z:gf.. ; . ~~i~~;~~~'t.:·', ·.·RECOBRO ,.,,.,, 

(%) 
.. ·' 

/'.'. · "''':ri.m/mll '•' luo/mLI ,_, .. ,; · •····· .. , .. , ., ., 
1 3.0320 4.0806 134.5838 
1 3.0320 3.3036 108.9588 
1 3.0320 3.3238 109.6255 
1 3.0320 3.5973 118.6459 
1 3.0320 2.8274 93.2525 
1 3.0320 3.9553 130.4530 

.2 12.1280 11.8222 97.4785 
2 12.1280 14.1209 116.4324 
2 12.1280 12.6462 104.2724 
2 12.1280 13.3419 110.0090 
2 12.1280 12.0794 99.5995 
2 12.1280 15.3995 126.9747 
3 24.2560 23.7644 97.9735 
3 24.2560 24.5002 101.0069 
3 24.2560 28.5961 117.8927 
3 24.2580 28.3879 117.0344 
3 24.2560 30.0328 123.8160 
3 24.2560 23.6631 97.5555 

Parámetros estadísticos tomando en cuenta el % de recobro para 
los tres niveles de concentración. 

MEDIA = 111.4203 µglmL 
O.E. = 12.49 
C.Vó DER = 11.21 % 
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Validación de un Método Analflico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

5.6 PRECISION 

La precisión se determinó con muestras de plasma adicionadas con 
naproxeno sódico a una concentración de 40 µg/ml µg/ml. Por dos 
analistas durante dos días diferentes. los resultados se muestran en las 
siguientes tablas. 

PRECISIÓN EN MUESTRAS DE PLASMA ADICIONADAS CON 
NAPROXENO SÓDICO 40 µg/ml 

Tabla XX 

116.6511 
114.9086 
109.7974 
111.8406 
106.6083 
114.5253 

n =24 
D.S.= 14.3456 
C.V.=.14.38% 

CSS/3: GENERAL ANADEVA/MANADEVA 
124 CHSos con 4 varlablosl 

DISEÑO: 2 para ANAOEyA, cor1.ofeC.t0~ fij~1 
Variable dopandiento: l varlablo: . Concentración· · · Neproxano 

da ·· ' , · · - · · Sódico 
_Entta.J. ANALISTA 121: l. 2 

2 - DIA . (21: - l 2 
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Validación de un Método Analltico para cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

Tabla XXI 

PRECISIÓN EN MUESTRAS DE PLASMA ADICIONADAS CON 
NAPROXENO SÓDICO 40 µg/ml 

1 
2 
12 

una 
variable 

Effelc 
Enor 

SCM gL SCM Fur 
Efecto Error Error 
3702.351 20 38.9714 
157.529 20 38.9714 
74.241 20 38.9714 

95.0018 
4,0422 
1.9050 

::ZJ;~\css/3¡:gene,ral M,t\N.t\.DEV,t\ ~"'í'.'JF; 
to ~rlnclpal: ANALISTA'.1C;?'F 

i'i"AÑAi.isrA"2-011J<<L': s+t~'. 
gL SCM Foar probabilidad 

3702.351 
n9.428 

1 
20 

3702.351 
38.971 

95.00179 

css/l:·genéral MANADEVA:· . 
!;:.·\:'.;:~~:'.'.>f p·rc>med¡c»>-~, .. \:;1~~<:?,~, 

0.000000 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

ADAPTABILIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO. 

La adaptabilidad del sistema cromatográfico se evaluó durante 18 días y 
los resultados se muestran en la tabla siguiente. 

Tabla XXII 

N:s 11712 T=0.60 
K" =5.76 

N• 11176 T110.72 
K' •5.43 

N:s 12001 T•0.74 
K".•5.30 

N• 6484 T•0.64 
K" •5.09 

N• 7203 T•0.79 
K'.=5.19 

N• 6303 T•0.75 
K'.•5.15 

N• 6207 T•0.73 
K' •4.86 

N• 7539 T•0.73 
K'ei::4.B6 

N• 5268 T•0.82 
K"e•4.99 

10 N11 10571 T•0.74 
K' 114.91 

11 N• 12548 Ts0.76 
K' •4.89 

1Z N• 16941 T=0.76 
K' =4.86 

N=7315 T110.66 
K' •4.n 

14 ·. Na737D T•0.83 
K' •4.80 

N• 10100 T•0.71 
.· K' •5.03 

11 . , • N• 7527 T=0.74 
. ·, K" •"4.86 

11 N= 14170 T•0.92 
K' •6.52 

11 N• 11572 T=0.96 . K" •8.14 

Not1: N • nl'Jmero de plalos leódcos 
T • f1etor de coleo 
K' 102 • factor de capacidad. 
R •1noluclón 

a.= seitc:livldad 

. NAPROXENO sODICO . '; 

No:110tB T•0.85 
K"-=845 

Na6826 T•0.78 
K".,=7.69 

Ncgss(J TcOJ17 
K" .. =7.60 

N=8352 T•0.86 
l<," .. a7.23 

N•7781 T•0.86 
l<,".,=7.38 

N•5992 T•0.83 
K' ... •7.32 

N•8928 T•O.n 
K'-otB.56 

N•6699 T•0.68 
K' ... =6.93 

N=6650 Ti:0.78 
K"-•7.14 

N:o10685 T•0.71 
K'.,•7.01 

N•9938 T•0.74 
K"-•6.98 

N•6671 T•0.75 
K'.,=6.92 

N•7022 T=0.75 
K'-•6.75 

N=8388 T=0.86 
K'.,=6.79 

N=8834 T•0.73 
K' ... •7.22 

N•11160 T•O.n 
K"-•692 

N•l2880 T•0.93 
K' ... =12.34 

N&11528 f;it.02 
K'-•11.62 

R•B.8 
ao:1.47 
R•6.6 

ª"'1.42 
R•7.gJ 
a•t.43 

R•6,55 
a :1.42 

R•6,78 
a•t.43 
R=6.32 
a•t.43 
R•7.n 
a•t.43 

R=7.92 
a•1.42 
R=6.18 
a•1.42 

R•7.25 
a•1.42 
R=9.65 
a 111.45 
R•B.57 
a 111,42 
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.. ,J "" .. "" ..... ~··- "" ~ ... , ~~--~·-. "'~' '"' '~ -""' combl 1aclón de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

5.7 !fSTABJLIDAD DE LA MUESTRA. ..··. ·. . . . . 

Los lesultados de Ja estabilidad de Ja. muestr~ tanto en i::óndiciones de 
alma!:'e~amien!o ~ºn:1º. en ·.111uestras .. ya' iráta.da~, !ist~s ·para inyectarse· al 
crom~tografo de hqu1dos, se. muestran a co.ntmuac1ón. · •. . . , · 

ESTABILIDAD.DE NA~Ffr>XENd sÓb1co EN PlASMÁ 
·· TEMPERATÜRAD.E CONGELACJÓN-15ºC 

, . .. ;: .' ~": .: ·. : .. '. ::, ., .. 

. Tabla XXIII 

10 91.18 
·. 21 113.40 

32 113.94 
Análisis inicial 48 µg/mL. 

x=-106.17 
DE= 12.9874 
.cv =. 12.23 .% 

n =·3· 

ESTABILIDAD DE MUESTRAS TRATADAS EN FASE PARA 
RECONSTITUIR 

Tabla XXIV 

Análisis inicial 57.65 µg/mL. 

X= 99.53 
DE =1.3355 
cv =1.34 % 

n=3 
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Validación de un Método Analftlco para Cuantificar Naprcxeno Sódico en Plasma por CLAR en un• 
combinación de Naproxeno Sódica con Clorhidrato de Ambroxol. 

5.8 ROBUSTEZ. 

La robustez del sistema se evalúo verificando el efecto que puede ejercer 
el cambio en la proporción de fase móvil, el cambio en la cantidad de 
(H3PO.) ácido fosfórico y el cambio en la columna cromatográlica, los 
resultados se muestran en las siguientes tablas. 

5.8.1 EFECTO DE LA PROPORCIÓN DE FASE MÓVIL 

Efecto de la proporción de fase móvil sobre los parámetros cromatográficos, 
calculados para naproxeno sódico en plasma y propilparabeno (estándar 

interno). 

CH3CN:H20 
36:64 

pH = 3.2 
con H3Po4 

CH3CN:H20 
40:60 

pH = 3.2 
con H3Po4 

CH3CN:H20 
45:55 

pH = 3.2 
con H3Po4 

CH3CN:H20 
30:70 

pH = 3.2 
con H3Po4 ,, 

Nota: 

TABLA XXV 

PROPILPA,, :, NAPROXENO, 
RABENO :/:, 'sól:l1co''<': < 
N= 5594 N=5916 
T=1.00 T=1.08 
K'1=4.51 K'2=6.56 

,N= 9677 
T=1.17 
K'1=3.89 

N= 7021 
T=0.83 
K'1=2.5 

N=7405 
T=1.00 
K'2=5.42 

N=5196 
T=1.00 
K'2=3.21 

R=6.14 
a= 1.39 

R=3.57 
a= 1.28 

Buena separación, 
picos simétricos 

Buena separación, 
picos un poco 
coleados y anchos. 

No hay buena 
separación de 
picos. Coeluyen. 

Tarda demasiado 
tiempo en elulr más 
de 20 minutos. 
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Validación de un Método Analltico para C1Jantificar Napro1eeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Napro1eeno Sódico con Clorhidrato de Ambro1eol. 

5.8.2 EFECTO DE LA CANTIDAD DE ÁCIDO FOSFÓRICO (HoPO,) EN LA 
FASE MÓVIL. 

Efecto de la cantidad de ácido fosfórico (H,PO,) con la misma proporción de 
CH3CN : H20 36 : 64, sobre los parámetros cromatográficos calculados para 
naproxeno sódico en plasma y propilparabeno (estándar interno). 

·CANTIDAD DE 
··-.-<:·H.PO •.. 
CH3CN:H20 

36:84 
con O.OS mL 
de H3Po4 

CH3CN:H20 
36:64 

con O.O mL 
de H3Po4 

CH3CN:H20 
36:64 

con 0.1 mL 
de H3Po4 

CH3CN:H20 
36:64 

con 1.0 mL de 
H,Po4 

PROPILPA·. 
.RABENO . 

N= 5594 
T=1.00 
K'1=4.51 

N- 7545 
T=1.00 
K'1=6.03. 

N- 8293 
T=1.00 
K"1=6.27 

Nata: N • nllmero de plalos leóficos 
T • raeror de coleo 
K"1ó2 • faelot de capacidad. 
R •resolución 
a• se*tivldad 

Tabla XXVI 

N=5916 R=5.95 Buena separación, 
T=1.08 ex = 1.45 picos slmélrlcos 
K'2=6.~6 

N=8516 
T=1.33 

. ~:2~9:~5 
., .··. 

.· . 
N-7353 
T=0.94 
K'2=9.96 

R=8.82 
ex= 1.57 

R=8.87 
"'= 1.59 

No hay separación 
de picos, eluyen 
casi al mismo 
!lempo. 

Buena separación, 
picos simétricos un 
poco anchos, sin 
embargo larda 
mucho tiempo en 
elulr el naproxeno 
sódico 
Tarda demasiado 
!lempo en eluir el 
naproxeno sódico, 
además los picos 
son un 1an10 
anchos. 
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Validación de un Método Analltico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma par CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhldrato de Ambroxol. 

5.8.3 EFECTO DE LA COLUMNA. 

Efecto de la columna sobre los parámetros cromatográficos calculados para 
naproxeno sódico en plasma y propilparabeno (estándar interno). 

Adsorbosphere N- 7306 
C18 5µ T=1.25 
serie: 94049184 K'1=5.07 

Spherisorb N- 4647 
ODS2 5µ T=1.13 
serle: 140295 K'1=4.83 

Pinkerton N= 10733 
serle: 100120 T=1.40 

K'1=0.42 

Waler-Novapak N= 6546 
serie: T31102P07 T=1.33 

K'174.42 

Ultrasphere N= 7508/ ::::::'.: 
serle: 1UE0443 T=1.25.: ,·:;·::·.''. 

K'1=5.38 
. '• ,-1; 

Spherisorb N- 8812. ,. ;>'· C18 5µ .T=0.88 ·: '·;' 
serie: 129500 K'1=3.95. · .. · 

Nota: N • número de platos teóricos .·. 
T= faclOfde coleo .. · . 
K' 162 •factor de capacidad. 
R • rHolucl6n · . . 
a • selectividad · 

Tabla XXVII 

NAPROXENO 
SÓDICO. 
N=8132 
T=1.17 
K'2=7.53 

N=4736 
T=1.33 
K'2=7.24 

N=6113 
T=1.00 
K'2=0.61 

N=7081 
T,;1.38 ', 

K'2=6.51 
' ,, ··< 
N=6666 ( :•:. , ; 

~;~~1~/\ i 
:·, .. ;.· . ' 

N:;1.0677,: . ' 
T=1.13" .· 
K'2=5.23 
' •'. 

R=7.45 Buena separación, 
a = 1.49 picos simétricos 

R=5.87 Buena separación, 
o;= 1.50 picos un poco 

coleados y anchos. 

R=2.74 No hay buena 
a= 1.45 separación de 

picos. Coeluyen. 

R=S.71 Buena separación, 
1.47 picos un poco 

.),;,,. coleados 

.R;:6.40 .. Buena separación, 
a:·=·1.43 pero los picos son 
-.. :~f;. :. demasiado anchos 

v un coco coleados. 
R-5.65 Picos bien resueltos 
'a= 1.32 y simétricos 
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Validación de un Método Anal/lico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno Sódico con Clorhidrato de Ambroxol. 

5. DISCUSIÓN DE RESUL TACOS. 

El método anal!tico resultó ser especifico para cuantificar naproxeno 
sódico en plasma, ya que se puede comprobar que no hay señales que 
presente el principal metabolito (o-desmetilnaproxeno), el otro fármaco 
inherente a la forma farmacéutica (clorhidrato de ambroxol), así como las 
sustancias endógenas del fluido biológico y los reactivos adicionados para 
la extracción del activo desde la matriz biológica. Estas son las sustancias 
que en determinado momento pudiesen inteñerir con los picos de interés 
que son los producidos por naproxeno sódico y el estándar interno 
propilparabeno. Para cumplir así con lo estipulado en la literatura (5, 9 y 
31). 

En lo referente a la pureza de pico se ·encohtró que el pico para en analito 
en cuestión (naproxeno sódico) es pUroya-qúese·obtuvo una comparación 
(match) de 1000 que es el queindica'Liná pureza del 100% de la señal. 
Para la señal producida por.el;éstárídar:·¡riterno'(propilparabeno) se obtuvo 
en match de _982,. lo que indiéii'i.iná"puré:za 'de 98.2% por lo que se puede 
considerar. que, la_sefial_!ambi,eii;,es puia;·.ya que:se encuentra dentro de 
los limites permisibles'ae' éxactitúd que 'son del97 al 103%. 

,....,, 1 • :<..-;~·~(Y ,_ ··''·;····.,, h ,,-

\i. ·"·':·,··~:,'·~-e"''::'.;:::¿-:;,<,-"',"'~,_'•~:-·:",~,;_,·~ 

. Lá cUantificac.ión délrj~~roxerio sodicó puede realizarse por áreas y/o por 
.alturas de las ·:señales':cróriia\ográfica·s,\ya·· qUe no. existe diferencia 
'significati~a;' calculando ipórj áreas:.:o'•'porc. altúrás ' como se comprobó 
estadísticamente mediáíit,e\uíi '.ariálisis'de :·p.NADEVA ·con el. programa 
computacional. E)(CELLR::y;mediante::una prueba 'de. t. considerando 
varianzas iguales: : ' · · · .. ... .. "·'.. ..·. , .... · · .. 

. :. 
El límite de detecció~ se deterrni~ó rnedi~~t~do~m~todiJs distintos: 

Método l. Con el ~ét~do de la pe~dieríté se .encontró ún Íímite detección 
de 0.125µg/mL · · · 
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Método 11. Con este método se encentro un valor de 1.23µg/ml para el 
limite de detección. 

Ambos resultados indican que el método es sumamente sensible puesto 
que detecta cantidades muy pequeñas de · naproxeno sódico, bajo las 
condiciones de operación de éste .método analítico. Al compararlo con 
otros métodos reportados en literatura (29 y 31) se observa que este 
método presenta una sensibilidad aceptable. 

El límite de cuantificación al igual que eÍ límite de detección se determinó 
con dos métodos diferentes: .•· · · ' · · · · · 

Método J. Con el métodci'de.ia pendieiít~'(32), se obtuvo un resultado de 
0.4189µg/ml para ellímite' de cuaniifié:a~i.ón.:'. . . . . 

Método 11. ' Con ~stei mét~do se otiÜ.1vó"Uir resultado' cié 1 AB. µgimL para 

limitedecua7t~~i.cai::ió1i; '::, .::•, ·'• .•. ·· :x < .. :;;,· :: 
Con ambos m'i~todós s~ tie~e ~ri límite de é:G~nli~caciÓ~ b~~i1nt~·bajo; rio 
obstaríie, ;no .. hay qúe: Ólvidar> que ,ámbós ·:son•; métodos.•'meramente . 
estaditicos., · · '"· • .. · 

;\'.'·.,·:;:~\~:-· ~<· ' - . '<t,::', ", 

Sin em~ar~o ~lo~se~arlos'·bio~at~g;a~;sotJ\~~dos'~o~J~s señales de 
naproxeino.sódico producidas por có11centraciones abajo de 3 µg/ml es un 
tanto.dificil diferencia'rlas dé.Ja linea base e incluso hay ocasiones en que 
el integradoíno las reproduce de igÚal irianera; es por ello que se probó Ja 
reproducibiÍidad '·para una . concentración de. 3 µg/ml, analizando por 
quintuplicado,.que·es Jo.·indié:an•las ·autoridades correspondientes (31) y 
calculando el.coefidente de variación.; El cúal resultó ser aceptable ya que 
es menor a f5%,que:es)o'qúe:se estipula para muestras biológicas (6 y 
31); . . ·. . . . . 

Se consideró 'el valor de 3 µg/ml ya que se encuenÍra dentro del rango de 
cuantificación.del .método; además que con ambos métodos se obtuvo un 
valor más bajo; entonces se· puede asegurar que el método puede 
cuantificar cantidades de. activo desde 3 µg/mL 
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La linealidad se evaluó en el fluido biológ.ÍcCl dondé s~ pretende cuantifi~r 
el fármaco durante el estudio de bioequivalencia: 

El método analítico resultó lineal, ya que cumple satisfactoriamente con los 
requisitos de linealidad para fluidos biológicos (5, 6,. 9 y 31 ), como son: un 
coeficiente de correlación que por lo menos incluya dos nueves después 
del punto decimal (0.99) y el intervalo de confianza al 95% para el 
intercepto incluya al cero. Con respecto al valor de la pendiente las 
autoridades regulatorias correspondientes no han estipulado que esta 
debe incluir la unidad, ya que solo se está realizando el gráfico de 
concentración contra la respuesta obtenida (5). 

También se evaluó la linealidad en fase móvil, sin embargo al observar los 
resultados de linealidad y compararlos con los obtenidos en plasma, no se 
observa que exista una gran diferencia, ya que también el coeficiente de 
correlación incluye dos nueves después del punto y el intervalo de 
confianza para el intercepto incluye el cero (5). 

Con respecto a la variabilidad del método intra-dia se observa que la 
variabilidad no es significativa, ya que el coeficiente de variación obtenido 
es inferior al 15%, que es lo que piden las autoridades regulatorias (6 y 
29). 

El método analitico resultó ser exactci/debid~. a q~é el coeficienie de 
variación obtenido cumple con el requisito de ser.menor al 15% (6 y 31 ).' . 

; ~.::..;. ·~··. "" '.'> .,: :,.·;·· . 

Para· evaluar estadísticamente Ja preicisiÓn sere~tíió;Jn;,análisis ida: 
ANADEVA, considerando un. ef~cio ~anídadci,i-con)ayudacidel.~prógia111a .· 
computacional CSS/3R. Al ob'seivar los resúltadós se e'nconfroqu'e,que si. 
hay diferencia . significativa entre'. ahal.ísta y: entre(días/sin embargo' se 
puede afirmar que el método;es preciso;'yáqiJe a1'observa¿.é1;có'eficíente 
de variación obtenido pará todos los datos éle ambos analistas'durante los . 
dos días es menor a 15%'que es) lo C¡úe>soliéltañ las} autoridades . 
correspondientes para·afi.ríná'r(i;i.Uri;método.·para éuantifiCái" un activo en 
fluidos biológicos es pieciso(6 y;~1).+: •. :~·:· ••:, :' .. •'''. '°/:}·< .' ?<.' , · 

·~·:·: .. ·,•:·:·.:~,·' , .. -· .. :::·:·': ;;<·;'i';, . .:_·: .:~-:~:, .·· .. ;:;;·-..:·, 

La muestra resultoseií estable, t~~t6 ~hco~dl~i~n~·s.~'e';;l~a~e~amíento 
(menos .15º C),' éom~:.uría ~~z tratada, }¡sf() :es; . ,1.ista: para'. inyectarse: ya 
que los coeficientes de varíación'obtenidos .. están por debajo del 15% .. (6 y 31), . - .. . . •., .· .. . . ' . '• . 
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La adaptabilidad del sistema cromatográfico se evaluó con los resultados 
obtenidos durante los 18 días en que ~e determinaron los parámetros 
cromatográficos bajo los cuales se estaba trabajando. Por lo que se puede 
afirmar que los parámetros cromatográficos que se deben cumplir para 
considerar al sistema estable y adecuado para realizar la cuantificación del 
activo son: 

; PROPILPARABENO ' 
N= 5260 
T = 0.73 
K'= 4.8 

'NAPROXENOS 01co .... ;+;.c 
N • 5990 
Te 0.71 
K'=6.5 

En la robustez del sistema se evaluó el efecto que se pudede ocasionar al 
cambiar la proporción de Acetonitrilo : Agua y la cantidad de ácido 
fosfórico en la fase móvil e incluso al cambiar de columna, encontrando lo 
siguiente: 

La variación de la proporción de acetonitrilo en la fase móvil afecta 
considerablemente los parámetros cromalográficos (ver tabla XXV). Si el 
acetonitrilo se disminuye, los picos de interés (propilparabeno y naproxeno 
sódico) se retienen por más de 20 minutos. Conforme se aumente la 
cantidad de acetonitrilo se disminuye considerablemente la resolución 
entre las señales cromatográficas, además de que resultan más anchas y 
un poco coleadas. 

Al variar la cantidad de ácido fosfórico adicionado a la fase móvil ocurre lo 
siguiente: al aumentar el ácido fosfórico, los picos de interés coeluyen, y al 
disminuir el ácido fosfórico el pico de naproxeno tarda demasiado en eluir, 
además de que resultan picos un tanto anchos, por lo que se observa que 
La cantidad de ácido fosfórico óptima es 0.05 mL para un litro de fase 
móvil. 

Con todas las columnas probadas la tendencia fue que las señales de 
naproxeno sódico y del propilparabeno resultaban en algunos casos 
anchas y coleadas o casi no se resolvian. Sin embargo se observa que hay 
una columna que puede sustituir a la que se indica en el método analítico, 
y que proporciona resultados muy similares a los que señala el método 
analítico. Esta es la columna Spherisorb C19 5 µ de 150 x 4.6 mm, de 
Alltech. 
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Validación de un Mt:todo Analitico para Cuantificar Naproxeno Sódico en Plasma por CLAR en una 
combinación de Naproxeno S~dlco con Clorhidrato de Ambroxol. 

7. CONCLUSIONES. 

•. Se adecuó el método analítico por cromatografía de líquidos de alta 
resolución para cuantificar naproxeno sódico en plasma en presencia 
de clorhidrato de ambroxol. 

Se validó el método analítico por cromatografía de líquidos de alta 
·resolución para cuantificar naproxeno sódico en plasma a travéz de su 
especificidad, linealidad, exactitud, precisión y robustez. Y se 
demostró que la muestra tiene una estabilidad de 32 días, siendo un 
requisito indispensable para estudios de Biodisponibilidad y/o 
Bioequivalencia, tener una estabilidad prolongada. 

Se cumplió con los objetivos establecidos en el presente trabajo, ya 
que el método validado cumple las requisiciones que estipulan las 
autoridades de salud correspondientes. 
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