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OBJETIVOS:

ADECUAR UN METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA

DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION ' PARA’ CUANTIFICAR: NAPROXENO -

sODICO” EN PLASMA EN PRESENCIA DE CLORHIDRATO DE AMBROXOL :

VALiDAR UN METDDO ANALIITICO " PARA " DETERMINAR
NAPROXENO - SODICO EN'PLASMA" EN PRESENCIA DE CLORHIDRATO
DE AMBROXOL. -



Validacidn de un Método Analitico para Cuantificar Naproxenc Sédico en Plasma por CLAR en una
combinacién de Naproxeno Sédico con Clorhidrato de Ambroxoel.
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1, INTRODUCGION

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 asi inicio a lo_que actualmente conocemos como
industria farmacéutica (1).

Como todas las industrias tienen su periodo de auge, |2 industria farmacéutica no
fue la excepcién. Al producirse los medicamentos a escala industrial y sin
lineamientos especificos sobre su elaboracion, sugieron graves problemas. Tal
fue el caso que ocurrio en los Estados Unidos de Norteamérica en 1930, con una
grave intoxicacion en una poblacion bastante ' considerable, con un elixir- de
sulfaniltamida que contenia un agente’ extremadamente toxico, dietilenglicol.: Por
lo que el congreso de este pais dicto el acta’Food Drug and Cosmetics FD&C, el
cual estipulaba que se ‘déberian: elaborar productos seguros. Y -confiables,
ademas del acta que ya se habia creado’en 1906 Food Drugs- Administrations
(FDA), la cual regulaba las condndones para la elaborac:on de medicamentos y
alimentos (2)

Pero ho rue hasla 976 cuando se: leglslo;la FDA dando asl un mayor peso
‘FDA

En: Ias dos’ dltimas décadas se ha’discutido’ mucho acerca de:la:validacién de
procesos y de: control 'de.los. procesos farmacéuticos' debido en gran medida-a
~que’el’ desarrollo de'los’ productos v procesos ‘farmacéuticos no se llevan a cabo
de una manera adecuad »Es por ello_que surge la necesidad de la validacion.
Con la fmahdad ‘de obtener menos rrores, menos demoras y una buena calidad
- en los resullados para lograr pro c(os on garantla para |a- preservacién de la

La Federal Drug Admmxstrahon (FDA) deflne la valldacmn como un- proceso
documentado que proporcwna una gran segundad de que un'proceso especmco
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generard consistentements un producto que cumpla con las especificaciones y
atributos de calidad y disefio preestablecidos. Mientras que La Secretaria de
Salud (SSA) define a la validacién como un método cientifico que proporciona la
evidencia documental, para demostrar la confiabilidad, reproducibilidad y
efectividad de cualquier operacion o proceso (3).

Por lo anterior se ha comprobado que cada vez es mas necesario contar con
métodos analiticos confiables (4). En el presente trabajo se pretende validar un
método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucion para cuantificar
naproxeno en plasma en una combinacién de naproxeno sédico con clorhidrato
de ambroxol, de acuerdo a los Ultimos requerimientos para fluidos biologicos
emitidos por los diferentes organismos regulatorios, mundialmente reconocidos
4,5y6).

Es necesario conslderar ‘que:la especificidad del método es un punto muy
importante a evaluar;’ durante la validacién de! método analitico. Sobre todo en
este caso, donde el m Odo se desea utilizar en un estudio de bicequivalencia de
un produc!o. vos dlferentes demro de la mlsma formulacnén

- Llnealldad
® - Repetlbllldad

® . Exactitud.

o - Limite de delecmon
L

L J

.

-+ Limite de’ cuanhflcacxon
- Estabilidad de la muestra
- Robuslez del sxslema cromatograflco

En la dltima’ decada en dlversos palses el tema de la biodisponibilidad de los
farmacos ha sido motivo de preocupacion para las Autoridades de Salud, sobre
todo en-los concerniente a seguridad y eficacia terapéutica. Por lo que resulta
importante: efectuar pruebas tales como. disolucién, estabilidad y pruebas de
bxodnsponlbxhdad biolégica, como caracteristicas de calidad durante el desarrollo
y la’evaluacion clinica de un medicamento (8, 7 v 8).

Las cualidades terapéuticas de un farmaco, deben estar basadas en evidencias
clinicas, sin embargo, un farmaco cuya efectividad ha sido probada, puede llegar
aser ur;)medxcamento no efectivo, debido a !a poca bxodlspomblhdad del pnncnplo
acllvo(
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En los estudios de disponibilidad biolégica, realizados en el hombre se usan
concentraciones en sangre, y/o concentraciones en orina del farmaco intacto y/o
productos de biotransformacion. Tales estudios deben estar debidamente
disefados y evaluados para que puedan revelar |la verdadera disponibilidad de
los farmacos. Si dicho estudio es disefiado y ejecutado adecuadamente, es
suficiente un numero pequeio de voluntarios para poder obtener datos
confiables, y asi determinar los pricipales parametros farmacocinéticos como son:
tiempo al que se alcanza la maxima concentracién, tiempo de vida media
biolégica, constante de absorcion, constante de eliminacién, concentracién
plasmatica maxima alcanzada, cantidad tota! absorbida, Area bajo la curva, Esto
slempre y cuando se cuente con un método analitico perfectamente validado
para su cuantificacion (7, 8 y 10).

En un estudio de biodisponibilidad, los parametros farmacocinéticos que se
evaluan son: tiempo al que se alcanza la maxima concentracion, constante de
eliminacién, concentracion plasmatica maxima alcanzada, cantidad total
absorbida, dreas bajo la curva a diferentes tiempos. Sin embargo los parametros
que se utilizan estadisticamente para determinar la biodisponibilidad y/o
bicequivalencia segtin los organismos regulatorios son: area bajo {a curva (AUC),
concentracion plasmatica maxima (Cmax) y tiempo al que se alcanza la méxima
concentracion del  analito en - cuestion. Los organismos regulatorios que
establecen lo anterior son: Food Drug Administration (FDA.) y la Comunidad
Econémica Europea (CEE) (10) :

Cuando se’va'a reallzar un estudio de bioequivalencia y/o biodisponibitidad, 1o
‘primero que s, .debe de realizar antes que nada, es una investigacion exhaustiva
de . todo " lo” que’se’ haya, realizado referente al farmaco de interés. Esto por
acuerdo. de: Ias ‘autoridades correspondientes, que indican que no se puede
desarrollar otro método analitico para cuantificar al mismo farmaco. Sélo bajo la
condlcxon de-qle"se; demuestre que el nuevo método, supera en mucho al
“primero, Y. solo se permitira adecuar el método ya existente, a las condiciones del
Iaboratono que desee reallzar este tipo de estudio.

'Slempre que s haga algun cambio al método ya existente, se debera reahzar la” L

revalxdamon ‘del método (5). Como es el caso del método para naproxeno sédico,

ya'que sélo 'se van! adecuar las condlmones de un 'método ya exmlenle alas’”

'condluones del: laboratorlo y de la formulacmn debido a- que esta- po
- combinacion de’ farmacos -por-lo.que se debe de comprobar que el otro,
no |nlerf|ere en la cuantmcamon del (armaco de |ntere5' 5
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2. GENERALIDADES

2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS DEL NAPROXENO SODICO.

Durante los ultimos afos, los farmacos antiinflamatorios no esteroides mas
recientes han conquistado en grado dominante, la aceptacion médica para la
reduccidn de la inflamacion y el dolor en la artritis reumatoide y otros
padecimientos reumaticos. Algunos han ganado preferencia al grado de haber
desplazado el acido acetilsalicilico de su posicion tradicional como el farmaco de
aleccién en una diversidad de indicaciones (11).

En el intento de buscar farmacos que alivien la inflamacién y el dolor; se ha
tenido especial éxito en los compuestos derivados del dcido propiénico; tales
como el naproxeno y naproxeno sédico, esto es debido a que su mecanismo de
accién, es basicamente a nivel de musculos; mediante estudios se ha
comprobado que estos compuestos poseen propiedades clinicamente
importantes como inhibidores de la sintesis de prostanglandina-sintetasa (11 y
12).

Estos compuestos han demostrado tener un orden elevado de eficacia en aliviar
la inflamacién y el dolor en un amplio espectro de padecimientos reumaticos. Mas
recientemente “se ha encontrado que el naproxeno y naproxeno sédico son

potentes ‘inhibidores de las agregaciones plaquetarias; por lo tanto, Gtil en la

" profilaxis de los ataques de migrania (12).

El niaproxeno es un antiinflamatorio no esteroidal administrado oralmente, el cual-

tiene ‘propiedades analgésicas y antipiréticas. Es administrado generalmente

.para el tratamiento ‘de la artritis reumatoide, osteoartritis, artritis juveniles; asi = -
como paliallvo para el dolor moderado y el tratamiento de la primera dlsmenorrea o

(1)

Cuando e admmlstra oralmente, se absorbe completamente 2
tiempo de 2 hrs. ‘para “alcanzar: la: maxima ~concentracion plasmétlc

ehmlnado del cuerpo por medlo de la O-desmetnacnén yla acllglucorunacuén (15)

10
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Sal sGdica del &cido (+)-6-mi

Sal sédica del acido(d)-2-(€

FORMULA DESARROLLADA (11); -
e,

“COONa *

pKa = 4.74

PESO MOLECULAR (14):
' 25225
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DESCRIPCION (13, 14):

Polvo cristalino, blanco o Ilgeramente crema sabor amargo y
picante, sin olor o casi inodoro. D

Moderadamente higroscépico, absorbe un promedio de 1% a 35% :
de humedad relativa,

SINTESIS (12):
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SOLUBILIDAD (1

+68 5" Su’ rot cnon como sal sodlca en agua a 25" C es aproxnmadamenle 14"

) ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRARROJO (15)

El especlro de absorcion al infrarrojo en bromuro de pola o] (1 400) presenta los
s:gutentes maximos: D

iy LONGITUD DE ONDARISARGIRY )

. [FTher T ASIGNACION . 1
Eter metilico aromético 21260
Dobles tigaduras aromaticas i . 1600-1625

Grupos carbonilos {carboxilatos) . - 1725

ESPECTROFOTOMETRIA DE ULTRAVIOLETA (15).

Una solucién al 0.002% en solucion1.0N dé:

: ido-de sodio’en metanol,
exhibe maximos a : 262, 273, 316 y 330 nm T TR
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'RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (15).

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

v N

-CH CHq (dobletes) K
-O-CHa .83
-CH-COOQ (cuarteto) .66
Protones aromaticos 7.13-7.83

ENSAYOS DE PUREZA (15).

- Metales pesados: No mas de 30 ppm

- Sustancias extranas relacronada
llbre

No mas de 2%, no més de 1% del ac o

ESTUDIOS DE ESTABILIDAD (15)

- Establhdad ac er ndxcxones de‘calor ( 60° C) y humedad (79% H.R. )
durante 6’ semanas no se presenta descomposmon o cambio de aparlencla que
afecte la estabilida : P

- Establhdad a Iargo plazo::No presentavnlngun camblo a temperaluras de 25"
372 y 45° C por un perlodo de 31 meses ; : o .
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2.1.1 FARMACOLOGIA DEL NAPROXENO SODICO Y FARMACOCINETICA

MECANISMO DE ACCION.

El naproxeno sbdico -es”un agente no -esteroide, que presenta notables
propledades . antiinflamatorias, - analgésicas 'y anlipiréticas, igual que otros
farmacos antiinflamatorios no esteriodes su mecanismo de accion, todavia no ha
sido bien esfablecido.’Se cree_que su eficacia terapéutica esta basada en su
potente |nh|blclon de la sintesis de proslaglandmas No es un corticoesteroide,
como se lndlca nl tampoco ejerce, su efecto farmacologico por. estimulacion del
ipofisiario-suprarrenal . (HHS).. Inhibe -la.. prostaglandma'
sintetasa, Ademas ‘reduce’la hxperagregacson plaquetana que se ha observado
durante ;i (a etapa prodomlca de’'la- migrafa. El’ llempo de vuda medna del
naproxeno esdea roxlmadamente 13 horas (12 y 13) :

Las’ prostaglandunas evocan respues(as antl mflamatonas y p(retlcas in VIVO y se
sabe que el’ naproxeno bloquea-la smte5|s de proslaglandmas a: pamr de su -
) precursor el acldo araquldomco (12). :

En asociacién con la respuesta inmune del cuerpo a la lesién tisular, se produce
migracion. celular y- liberacion de varias sustancias quimicas. Este proceso se
llama quimiotaxis. Especificamente, se acumulan leucocitos polimorfonucleares
(PMNs) en el sitio de la lesién tisular y liberan ciertas sustancias quimicas,
llamadas enzimas lisosémicas, que contribuyen al dafio celular. Se ha sugerido
que los efectos antiinflamatorios y antirreumaticos de naproxeno podrian ser
atribuidos, en parte, a su capacidad para suprimir la quimiotaxis al inhibir la
migracion de PMNs vy la liberacion subsecuente de enzimas lisosémicas (12).
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ABSORCION, METAéOLISMO ¥ EXCRESION.
El naproxeno es un farmaco acido, con un aito grado de fij Jacnon a la albumma Es .

absorbido con répidez y en forma practicamente completa.
La absorcién de naproxeno ‘no es alterada significativamente por los allmentos.

Las concentraciones seéricas de naproxeno aumentan en proporcxon ala d
administrada hasta 500 mg, obteniendo una respuesta lineal.”
Ademas, conforme aumentan las concentraciones séricas, tamb n'lo’ ha :
tasas de eliminacion 'y excrecion; esto ha sido explicado por ER saturacnon.’ :
aparente por los puntos de fijacién a la albimina sérica (186}, lo cual produce mas: -
farmaco fibre, no fijado, que es eliminado rdpidamente  através: de;los rifiones.: -

Este fenémeno -sugiere que las concentraciones. séricas:: alcanzables de

naproxeno podrian ser limitadas, lo cual, cuando menos’en. teoria; podna limitar, -
a su-vez, los:efectos téxicos en caso de una sobredosis,’ saturi ‘las enznmas B
metabolizantes y promueve una acumulacién (:recignte (13

El naproxeno atravneza la barrera placentana de 20 a 30 minutos espués de su ;
admmlstractén por via oral aparece:en-leche de las mujeres lactantes ‘en“una

producto.-de blolransformacwn de naproxeno detec(ado enel hombre, es el 6

desmetllnaproxeno Tanlo naproxeno;como ‘esteproducto“de’ blotransformacmn' .

son excretados en la‘orina (17

EFECTOS SECUNdARiQS.'

Los smtomas gaslromtestmales asociados’ con naproxeno han SIdo indlgestlon,f
nauseas, pirosis'y malestar o dolor. abdomlnal Los’ efectos: secundarios en ‘el
sistema nervioso .central: son’ cefalea vemgo o alurdlmxento. incapacidad para

concentrarse y somnolencia, con repones oraslonales de sudoracwn, depresmn,‘ )

tinnitus y otros transtornos audlhvos

16
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Puesto que las acciones farmacolégicas del naproxeno no son mediadas a través

del eje- hipofisiario-suprarrenal, no debe e.-:perarse ninguno - de los efectos

adversos de supresion corticosuprarrenal.
El naproxeno no debe ser administrado a pacientes con Ulcera péptica activa.

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

INTERACCIONES CON OTROS FARMACOS.

Como naproxeno hene un’ alto grado de ﬁacnon a: la albumma sénca posee
potencial teénco de inleraccwn -con olros farmacos que se: fijan'a Ia albumma

: En pactenles que ; ‘ec1ben
tralamlento podna prolongar el

17
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" APLICACIONES CLINICAS.

Los farmacos antiinflamatorios no estve‘rcyzides se, utilizan primariamente para el
tratamiento de la artritis reumatoide, en paclen(es que no toleran o no responden
al acido acelilsalicitico (11 y 13). -~

REACCIONES ADVERSAS E INDESEABLES. .

En modelos experimenitales se b “Hembstrado que todos estos férmacos pueden"
causar riitacion gastiica'y erosiones hemorraglcas‘ En 105, humanqs ‘12 reaccion

agudeza visual y dificultad para. dnstlngmr colores ‘de’ manera: transitoria; estos,”

smtomas rem ten cuando se suspende la medlcacmn (12 13);
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2.2 GENERALIDADES SOBRE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS.

La cromatografia es un método que permite separar, identificar y aislar los
componentes de una mezcla de compuestos quimicos mediante la distribucion de
una muestra entre dos fases: una estacionaria y otra movil. La fase estacionaria
puede ser un sélido o un liquido, la fase mdvil puede ser un liquido o un gas (18).

CLASIFICACION DE LA CROMATOGRAFIA. = -

Los dos grandes campos en los que se clasifica actualmente a la cromatografia
son: cromatografia de gases y cromatografia liquida, estos a su vez sufren una
subclasificacion, dependiendo de las caracteristicas de las fases estacionarias y
de las fases mdéviles, como se pueden ver a continuacion (18).

“CROMATOGRAFIA . =

. GAS

/\

cGS  CGL .

LiquiDa -«
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Métodos cromatogréficos:

- CGS: " cromatografia gas-sélido

' -CGL: " cromatografia gas-liquido

CLS: - cromatografia liquido-sdlido

CLL: .- cromatografia liquido-liquido

CFQU: cromatografia de fase quimicamente unida
Cll: - cromatografia de intercambio ionico
CCF: '~ cromatografia de capa fina

CcP: cromatografia de papel

CE: cromatografia de exclusion

CPG: cromatografia de permeaccion en gel
CFG: cromatografia de filtracion en gel.

distribucion refativa o particion de dicho soluto entre las‘dos fases '(19

La cromatografia liquida de alta resolucién es uha cromatograﬁa
de ‘liquidos en la cual la fase estacionaria’ se’ encuenlra empaquetado e _una
columna y la fase movil, es un I|qu1do que fluye a través'de la‘primera (20)
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COMPONENTES aAsucos DE‘UN CROMATOGRAFO DE Liouu)os DE
S UALTA RESOLUCION (18)

A conunuacnon se descrlben brevemente Ios pnncvpales componentes de un
cromalografo de Ilqmdos de alta presnon (18) ‘ .

Esquema

[ »282croo |

INYECTOR

F.M
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FASE Moer (FM)(1 ﬁ)' i

AUnqt‘Javvla,fa:se i'né(/il’ : es par!e del mstrumental roptv mente dlChO el control .

de la presion, el

reqmere un sistema de bombeo que haga filiir la fase mévil aun flu;o razonable
pues de lo contrano Ios nahsns serian’ muy Ienlos : 3

| g ;
lales de pamculas muy pequenas lo_cual hace® que
slal resustenma ‘al:flujo . de’la” ‘fase’ movil 'sea’muy elevada; Por; esta’ razéon,i'se”.

22
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. Los aspectos mas Ihbﬁftéhﬁés de todo ;iélema de bombeo son

A Presuﬁn maxima de operaclon (400 bar).:
2. Intervalos de volumenes obtenibles ‘entre’ 0 5y 10 mL/min.

3.7 Reproducibilidad y constancia de flu;o :

T4 EI ﬂLIjD debe ser contlnuo ;

Tamblen ‘Son imponantes la resxstencla a Ilqmdos corrosivos;: la’ faclhdad para - -
efectuar el camb|o de fases movnles y la limpieza del sistema; : :

SISTEMA DE IN'YECCléN (18 y?2’1)
La mtroducclén«de a_muestr realizaicon:una jeringa’de: capacidad muy

pequena (- 10 a 250 ulys La muestra e dep sita en una’ pequena camara donde
poslenorme te‘ es dlS It t | :

'Aclualmen(e se emple n Slé
que realizan las_ funcm 'S de’ un’ a

-La columna ‘junto “conla: fase méwl -son’ la pade vntal de un’ S|stema s
croma(ograflco Enla columna ‘es donde se va ha llevar'a cabo Ia separacaon de‘
Ios compueslos dela’ mazcla ‘ :

Bésmamenle la columna’‘cons ste en un segmento de. tubo de algun matenal S
“inerte, - de dnametro uniforme -y capaz’ de: re5|st|r altas. preslones, eI que :
comunmenle se utlllza es el acero |noxtdab|e e [ - e "
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Los avances en lecnologla de columnas pueden resumlrse como sxgue'
1 Elaboracion de pamculas ‘de tamafio muy reducndo (3p)
2. Uniformidad del tamaiio de particulas. :
3. Refinamiento en los procesos de relleno de las columnas
4. Procesos quimicos muy eficientes en la preparacmn de
matenales de fase estacionaria qulmlcamente unIda :

-Fases Estacionarias.

En cromatografia de liquidos de alta presnon Ias dlmenswnes de las particulas de
los materiales empleados son’muy: pequedas’y muchas veces estas particulas
tienen.forma.regular.-A algunos de estos materiales’ se les llama peliculares, y
. lros contlenen fases llquidas quimi al ente unldas a la superﬁcne del material.

a]umlné principalmente son méas o
0rosos ‘cuyas particulas sean de

las columnas cromatogranca son (5] slguxenteS'
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. NUMERO DE PLATOS TEORICOS (N)

Un Plalo leénco es el equxlxbno de dlstnbucmn de |a muestra entre fa fase
" movily la fase estacwnana :Se determina como sigue:

"?;N-JeamNm=

En donde ’ :
ATe= hempo de retencién.
Wb = es el ancho del pico resultante de la triangulacién del
mlsmo con la linea base.

" E! numero de platos tedricos es una medida de la eficiencia de la
_columna y ‘sistemas asociados, y es asi que cuanto mayor sea N, mas
eficlente sera la columna (19).

e ALTURA EQUIVALENTE A UN PLATO TEORICO (AEPT)

: Se ;a‘IcuIa,qé srgutente manera

L= longitud de la columnav (m)
'mero de plalos teoncos

. Recordando Ia definicion. de. plato tedrico, se deduce que AEPT es Ia ’
N longntud de columna requenda para obtener un equilibrio de la muestra:
“entre; ‘Ia* fase: movil'y la‘ fase” estacionaria, * Si“el valor: de ' AEPT es
pequefio,: ‘esto'se .fraduce’ en un mayor numero de platos (eorlcos por
. unudad de Iongltud y. por tanto la columna sera mas encnente i

. FACTOR DE CAPAClDAD

w4a|nyn

Donde T| = tlempo de relencton del compuesto de interes,
T° = llempo de retencmn de.un solvenle no relemdo.
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e RESOLUCION. L
E£s una medida cuanmahva del grado de separacnén ob(enlda entre dos -
compuestos . 8 .

etenclén de. uno de los’ compuestos
esultante de Ia

, = factor de’capacidad del componeme 2
= factor de capacidad del componente 1

dlslmlas muchas d



Validacién de un Método Analltico para Cuantificar.Naproxeno Sédico en Plasma por CLAR en una
combinacion de Naproxeno Sédico con Clnrhldrato de Ambroxol .

Los parametros primdrdialés qué déﬁne_n la calidad del'anélisié' son:

. Tlempo de andlisis requendo

« Presién, la cual condiciona la velocidad de 1a fase mévu y por tanto el
S fldjon

. Longnud Yy dnémetro medio de las particulas de |a columna

SISTEMAS DE DETECCION (22).

Los detectores mas uhllzados para ‘cuantificar; activos ‘en - fluidos bloléglcos
cuando la separacwn es por. cromalografla de liquidos son' de qu ultravmleta y
e el de fluorescencia; :

E} detector ‘&5 ‘el ‘que : ‘respuesta sefial que se este’

obteniendo..

b): -DETECTOR DE FLUORESCENCIA, =

o7



Valldaclén de un Método Analitico para Cuantificar Naproxeno Sédico en Plasma por CLAR enuna
) de Napr Sédlco con Clorhi de Ar

‘ A)‘-DETE'CTCSR DE LUZ ULTRAVIOLETA.

Su funclona ento se basa-en la’absorcion de luz por parte de la muestra al
pasar alra 85 da ella Un haz de luz monocromatica ultravioleta.

’ Hay, tr»e‘s: tipos'de r s de |l;li ultravioleta.

onda ‘variable: que no solo es, de aplicacion  mas
sino también més costoso.

by El fotémetro de | Itrav:oleta es relativamente insensible a los cambios
"~ de flujo y de temperatura, siempre y cuando el disolvente no absorba en
grado aprecuable en Ia Iongllud de onda que opera e! fotémetro.

). El de ctor u!tra oleta por arreglo de dlodos La diferencia de este con el

detector ultravicleta convencional, es que ‘este posee un fotomultiplicador

¢ fotodiodo que consiste generalmente de 211 elementos o diodos, cada

- uno con 50pm de amplitud que nos permite obtener un espectro completo

desde 190a 600 nm. Realizando el barrido en 10 msec. Con este tiempo

- todos'los 211 fotodiodos son leidos y generalmente se obtiene algo asi

como 20,000 datos puntuales ‘por segundo. Este dector se usa

generalmente en cromalografna de llqmdos para determinar pureza de
plCO :

B).—DEfECTQR DE FLUYOVR:ESCEN‘C‘IA.

Actualmente es. el detector més sen5|ble En buenas condlClones es. p05|ble |
detectar ‘con este lnstrumento cantldades del orden de plcogramos (10-12

fluorémetros:de filtro'para’ seleccionar la’ radlacxon de’excilacion y.ja emlsmn, y‘ S

Ios espectrofluorometros que emplean monocrom dores
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SISTEMAS REGISTRADORES.

Su funcién principal es representar un registro grafico de la sefal dada por el
" detector. Las caracteristicas deseables de los registradores son: la velocidad
variable del papel y |la respuesta rdpida de la pluma.

Actualmente existen sistemas de almacenamiento de datos, donde se puede
procesar toda la informacién cromatografica através de un procesador
(computadora) soportada por un software ¢ paquete para cromatografia.

VENTAJAS Y DESVENTAJAS EN CLAR (18).

R SR DESVENTAUAS Bsiinm
1. Mayor velocidad de andlisis. 1. Instrumentacién costosa. -

2. Alta resolucién, 2. Etevado costo de operacitn.
3. Buena sensibilidad. . 3. Personal ‘capacitado. .

4. Automalizacion. : :

§. Amplio espectro de aplicaclones
8. Exactitud.
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23 GENERALIDADES SOBRE BIODISPONIBILIDAD  Y/O
BIOEQUIVALENCIA.

ALGUNOS TERMINOS Y PARAMETROS FARMACOCINETICOS (6).

BIOFARMACIA.

30

Es la rama de las ciencias farmacéuticas que se encarga del estudiode las .~

relaciones entre las propiedades fisicoquimicas de un farmaco en"una

. forma..de dosificacion y- Ia respuesta observada después ‘de: la

admlmstracmn

FARMACOCINETIC.

blotransforma ’
.modelos adecuados par:

€ pretar estos datos

j B|06|époN|sq.|__|DAD

Es eI grado yila’ velomdad a la cual el pr|nc1p|o actlvo contenldo en un -

) medlcamenlo es as»m»lado por el cuerpo .

cmellca de absormén d|str|bu i6n, bxolransformamén y f.‘
! algunas sustancuas endogenas El proposato es”
0, la* concentracion . del’- farmaco, - produclos de
‘en’ d:ferentes tejidos y. excremones ademas el constrmr‘ o



Validacion de un Método Analitico para Cuantificar Naproxeno Sédico en Plasma por CLAR en una
combinacién de Naproxeno Sédico con Clorhidrato de Ambroxol.

BIOEQUIVALENCIA.

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

EQUIVALENTE TERAEEUTICO.

Son productos farmacéuticos que contienen idénticas cantidades de

ingrediente. activo (farmaco) en idéntica dosis, pero no necesanamenle
debe contener los mismo excnplentes

Son-~ productos ::fal
terapeuuco o el pre:

ahora pueden ser

n5|derados b«oequtvalenle .

- gr'e.diénle '
a canidad 0. -

31
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MODELOS FARMACOCINETICOS.

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

PORQUE SE DEBEN DE REALIZAR ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD
Y/O BIOEQUIVALENCIA

En los ult(mos qum fos y en’ dlversos paises, el tema de la
blodlspomb:hdad de’lo: medlcamentos ha'sido ‘motivo de preocupacién
para las; ‘autoridades dé alud; "sobre todo en lo concerniente a seguridad y

Nunca se puede estar seguro:cuands dlferenles productos farmacéuticos,
que contlen sustancxa ctiva,.van a ejercer el mismo efecto,

Numerosos estudios.han demostrado que Ias preparacnones farmaceutxcas

'aparentemenle ldentlcas K qunmlcamente equivalentes; - por ~ejemplo,
aquellas’ que / co
espeuf:cacuones premsas no. 5|empre producen los mismos resultados,
esto es, no SIempre poseen Ia misma blodlsponlbllxdad (7).

CUandé sev.tieneh‘ productos génericos y se intenta utilizarios de manera”
intercambiable, . - debe . - definirse . la = biodisponibilidad -y probarse  fa :

bioequivalencia de tales productos.

La biodisponibilidad esta dada, por la cantidad de férmacb‘inla_ctoﬁqué'
pasa a la circulacién general y por la velocidad a.la cual esto ocurre, dos -

medicamentos son bioequivalentes si sus respectlvas blodlspomblhdades
son semejantes. Partiendo de los resultados y:del analisis estadistico
desarrollado, se puede concluir la bnoequwaienma de las formulaciones
probadas (7 y 23). .

ienen’ lat misma: cantidad de |ngred|ente activo con’
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En México, ya existen algunas guias para realizar estudios de
bioequivalencia. Estas gufas son recomendaciones que se proponen para
efectuar este tipo de estudios. Por su naturaleza, [as guias intentan incluir
cualquier tipo de farmaco; sin embargo, cada caso debe ser considerado
individualmente (7).

Desde un punto de vista practico, la mayoria de los estudios de
biodisponibilidad estdn confinados a la medicién cuantitativa de los
farmacos en los fluidos biolégicos. Por lo tanto, estas guias se refieren a
las pruebas de biodisponibilidad utilizando datos farmacocinéticos. El
empleo de datos farmacodindmicos debe basarse en modelos que hayan
demostrado ser discriminatorios para las diferencias en velocidad y
cantidad de absorcion (23 y 24).

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

La forma méas conveniente de demostrar bioequivalencia es efectuar un
estudio comparativo de biodisponibitidad, de preferencia con el producto
original o. "innovador”, con un producto cuya bioequivalencia esté
establecida o con el que se haya demostrado una correlacion "in.vitro -
vivo'. Estos productos en proceso de registro no deben diferir normalmente
- por‘mas de .+ 20% de la biodisponibilidad promedlo este requisito se
. aplica especualmente a la cantidad de farmaco ‘absorbido. Sin embargo, el
limite' és-arbitrario’ y existen otros arametros pudieran ser adecuados
consnderando actores . como " el indice terapéltico'de” unfarmaco en

ala cantudad de absorcnon. pero.noen cuanto a su-velocidad de absorcion

.y.a pesar de eso ser considerado b|oequwalente porque las dxferenmas en’

fa velocudad de absoruon pueden no ser. relevames clmlcamente (7)

Un producto farmacéutico puede ser equnvalente al de referencia en cuanto. -

33 .
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Es necesario demostrar 1a biodisponibilidad de todos los farmacos en el ser

humano, y sobre todo aquellos que aparecen en la bibliografia mundial con
problemas de inequivalencia terapéutica comprobada o tengan un Indice
ferapéutico estrecho.

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

» Productos que contlenen ‘una sustancra acuva cllmcamen(e
reconoctda como de’ lSpOnlblIldad variabl o ;

Prqductos qu

o Y. sostel da,’ como son: anhcoagulantes antiarritmicos,
. anlldnabetlcos broncodnlaladores citostaticos, inmunosupresores;,
1antunfec<:|osos (anublo(lcos ‘antiparasitarios ~ y - antiviricos),

“hormonasy: ‘otros agente empleados. en ef. tralamlento de‘las

: enfermedades endocrmas

ebeh 'gara'ntiZar una respuesta terapéutica

34’



Valldaclbn de un Método Analitico para Cuantificar Naproxena Sédico en Plasma pot CLAR en una
de Nap Sédico con C de A

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
inhalacién y que contiene la misma concentracion de ingredientes
activos que el ya registrado.

e Cuando el farmaco se destina para uso terapéutico local ( ain
cuando ésto no elimina la posibilidad de estudiar su paso a
circulacién general)

¢ Cuando el producto difiere solamente en relacién a la cantidad de
sustancia activa de otro que tiene la misma forma farmacéutica, la
misma proporcion 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 disolucion).

e Cuando el producto haya sido reformulado en relacion al
colorante, edulcorante o preservativo y sea elaborado por el
mismo fabricante, siempre y cuando la biodisponibilidad sea
conocida y las dos versiones reunan los requisitos de una prueba
adecuada in-vitro (perfil de disolucion).

¢ Soluciones, elixires y jarabes para. administracién oral. que
contengan el ingrediente activo en la misma concentracion y dosis .
que _el-producto innovador. y. ningtin otro -ingrediente que’ pueda
modxr icar 5|gnmcat|vamente su absorcion, :
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En Estados Unidos de Norteamérica basicamente en FDA, ya existe un
libro, llamado "Orange Book", donde vienen todos los activos que existen
en la actualidad y ahi se indica si son o no suceptibles a un estudio de
biodisponibilidad en base a diferentes caracteristicas, como puede ser: la
forma farmacéutica, o sus caracteristicas fisicoquimicas y/o farmacoldgicas
(25).

Los pérametros que se utlizan estadisticamente para determinar
biodisponibilidad y/o bioequivalencia segtn los organismos regulatorios
(24), como son: Food Drug Administration (FDA.), Canada y la Comunidad
Econdémica Europea (EC) son;

e Area bajo la curva (AUC)
e Concentracion plasmética méxima (Cmax)

e Tiempo al’ que se’ alcanza la méxuma concentracwn del anahto en
cuestion (tmax) - R

36
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2.4 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

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

La forma de validaciéon de un método analitico dependera de su futura
aplicacién, es decir, si éste va a ser utilizado en control de calidad, en
pruebas de estabilidad o en analisis de fluidos bioldgico: Sin embargo,
para todos ellos es recomendable contar con pardmetros estadisticos que
indiquen la exactitud, precision, especificidad, linealidad, sesgo,
susceptibilidad, limite de deteccién del método que se esta evaluando (23,
27 y 28).

Es indispensable llevar acabo la validacion de los métodos analiticos,
empleados para la determinacion cuantitativa de farmacos y sus productos
de biotransformacién en fluidos - biolégicos, para poder confiar en los
resultados analiticos; sobre todo en estudios de biodisponibilidad y poder
asi determinar con toda'.certeza’ la - disponibilidad biologica: del: 0 (Ios) :
principio(s} activo(s) conlenldo(s) en una forma farmaceutlca (9).: .0 g

El éxito de un estudlo de. bxofarmaceuhco
datos farmacocunetlcos dependlendo dlreclament'

(7.9, 23, 28, 30).



Vahdaclbn de un Méloda Analitico para Cuanllrcar Naproxeno Sédico en Plasma por CLAR en una
cor de Sédica con Clorhidral

Especificidad es la capacidad del método analitico para obtener una
respuesta debida Unicamente a la sustancia de interés y no a otras
sustancias que pudieran estar presentes en el material quimico y biol6gico
por analizar.

Por lo que se establece que para determinar Ia especificidad se debe
verificar que los materiales enddgenos. al:fluido biolégico y a la forma:
farmacéutica, asi como los productos de biotransformacién no mterf eran. -
con el andlisis y que no exista reacllwdad cruzada (9) :

~ a la concentracién- de: it
determinado. . Los parametros estadisticos que
evaluacion son: ’; =

emplean ‘para ‘su

. Coermente»de\correlac n (r)..es una medida de la variacion Ilneal

de las ariables’y mide el dod 2 ociacion Ilnea entre ellas;:

. ~-Pendiente (m) :

. Intercepto '('vyo)' o

=)

En fImdos blologucos una. cahbracmn para ser; Ilneal no: tnene que ‘ser
necesariamente una linea recta ‘es sufmente con que el coeficiente de
correlacion tenga un valor de 1. 0 +0.01/esto es que mcluya por lo menos
dos nueves depues del punlo decimal. El coeficiente de:correlacion se
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presenta como una evidencia de la linealidad, el cual establece la relacion
entre las observaciones y los valores predéterminados (29).

Las curvas patrén que se elaboren para evaluar la linealidad deben de
contener al menos seis niveles de concentracion diferentes y el intervalo
de concentraciones empleadas, debe de incluir a la concentracion maxima
esperada, asi como el nivel mas bajo el cual debe estar dentro del limite de
cuantificacion (8).

Repetibilidad (Precisién). Es la precision de un método analitico expresado
como la concordancia de determinaciones independientes realizadas por
un solo analista, un mismo aparato y técnica (23). Los estadisticos
mediante los cuales se determina el grado de repeticion son:

e Lamedia (X).

e Ladesviacion estandar (DE).

*  Elcosficiente de variacion (CV).

El crriter’i:o“ e aceptamon para Ia prectsuon es no mas del 15% de :

El-criterio
coef cuenle de vanacron
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Limite de deteccidn. Es la cantidad minima de la sustancia en una muestra
que puede puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada,
bajo las condiciones de operacién establecidas. En otra palabras el limite
de deteccién es la concentracion mas baja del analito en cuestién que se
puede diferenciar realmente del nivel de ruido (23 y 31).

Limite de cuantificacion. Es la cantidad minima de una sustancia en una
muestra que puede ser determinada con precision y exactitud aceptables
bajo las condiciones de operacion establecidas. Este es un parédmetro de
suma importancia sobre todo cuando se trata de validar métodos analiticos
que van a ser utilizados en la cuantificacién de farmacos para estudios de
biodisponibilidad y/o bioequivalencia', ya que se va a requerir determinar
cantidades lo mas pequefias - posibles con el fin de definir, lo mas
completamente posible, el peml de absorcnén o eliminacion del farmaco.(23
y 32).

Estabilidad de la muesira. Es la -verificacion de la:muestra bajo las

diferentes condiciones a las que puede estar sometida antes”de’ ser :
analizada, con el fin de asegurar que el farmaco.de interés en la muesira

no ha sufrido algin tipo de degradacién antes de ser analizado y.oblener.
asi datos confiables y precisos. E! estadistico que se emplea para evaluar -
la estabilidad es el valor de coeficiente de. variacidn,- El -criteric” de

aceptacién para la estabilidad de la muestra-es, no mas deI 15% de

coeficiente de variacion (8, 31 y 32).

Robustez del sistema_cromatografico. Es la suceptibilidad del sistema
cromatografico para aceptar pequefios cambios, en cuanto a la
composicidon de la fase movil, pH, o incluso cambio de la columna
cromatografica. Esto es, cuando hablamos de robustez nos referimos a la-
repetibilidad del método cuando se realizan pequerios cambios (5).
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La robustez del 5|stema se reallza con el fln de ewtar estar revalldando el
método cada vez que se tengan que realizar ligeros cambios (5).

Adaptabilidad _del sistema _cromatogréfico. Son los parametros
cromatograficos bajo los cuales se debe trabajar al aplicar el método
analitico, como son : numero de platos tedricos, resolucion, factor de
coleo, y factor de capacidad.

Las investigaciones biofarmacéuticas y de estabilidad casi invariablemente
empiezan con la medicion de la concentracion del farmaco. Una
precondicién para delinear conclusiones vélidas de tales estudios, es que
el procedimiento-analitico. mida realmente en términos cuantitativos y
especificos [a sustancia que se desea determinar (33 y 34).

La:validez de un procedsmlent
juzgada generalmente:en: ase
limite de cuanhfcacvon y. linealidad dél método (29)

cuanlxlanvo para este hpo de estudios es

concuerda * con - el
determinacion de"’
estandares internos (5)

la exactitud,” precusnon sensﬂnvndad o
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La exactitud se expresa en términos de erro

% error =

Enlos anélms bxofarmaceuncos o} de estudios de estabxhdad un factor que Qi
contribuye muy significativamente a errores en las medicio ves ‘es:|a falta’:

de especificidad del mélodo.:Este’ problema se presenta:enestudio: f‘de:.
biodisponibilidad cuando los productos de blotransformaclon del fa aco (R
tienen respueslas similares a las del principio activo en: el ensayo ‘en’los

estudios de estabilidad cuando los productos de degradacuon responden
en forma similar al pnnmplo actlvo en el ensayo (33 y 34)

El efecto de las interacciones del principio activo ¢on’los*excipientes no- *

puede’ ser ignorado .en la metodologia analitica, ya que frecuentemente
estas = mteraccmnes orlg»nan valores falsos: en: Ias determlnacnones
cuantitativas..

Generalmente la validacién en estudios de biodisponibitidad . ylo.

‘ bloequwalenma se divide en dos fases, una que es previa-al-estudio, que -
es la que 'se trata en el presente trabajo y !a otra fase es la que se realiza. .
durante el estudio de las muestras de los voluntarios  para: de(ermlnar o

blOdlSpOnlbllldad (9 y 31) y basicamente consisten enlo sngmenl

La primer fase, consiste en la evaluacién del m

‘del estudio de d:sponlb»lldad biolégica, en donde™se evalua hnealldad
exactitud, precision, limite de deteccion y limite de cuanuflcauon “asi como.
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especificidad, etc.




Vatidacién de un Método Anallhco para Cuantificar Naproxeno Sodico en Plasma pov CLAR en una

cumbmamén de Napruxeno delco con, Clurmdralo de Ambroxol

La: segunda fase consnste en:la evaluacnon de la precision del
método - durante el estudlo ‘de’ baod|spon|b|l|dad y. bas:camenle es lo
. .srgulente' :

i ‘Se traba;an puntos de: control ‘de calldad anallzandolos de igual manera
que las muestras de los voluntarios y s ntifican de manera intercalada
entre las muestras de los voluntano L R : :

Estos puntos de control de calldad 0°son; otra cosa que fluido bioldgico
limpio (el que se este utilizando" para uantificar el activo en cuestion que
puede ser, plasma, suero, sangre,:orina; saliva, étc) cargados de manera
independiente a las curvas de‘calibracion; con el analito de interés a tres
niveles de concentracién; bajo medlo alto..

Nota' un fluido biolégico i
cuantificar o algun otro que interfiera cor el mismo.

0'es ‘aquel que no contiene el farmaco por
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44



Validacién de un Método Analitico para Cuantificar Naproxeno Sédico en Plasma por CLAR en una
combinacién de Naproxena Sédice con Clorhidrate de Ambroxof, .

45

' 3. ESTABLECIMIENTO DEL PROBLEMA.

En 1977 la Food Drug Adminstrations (FDA) emite las regulaciones sobre
estudios de biodisponibilidad y/o biocequivalencia con la finalidad de
incrementar la calidad y seguridad de los medicamentos. Apartir de
entonces |as 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 caracteristicas que debe
cumplir el método analitico empleado en este tipo de estudios (9).

Para cumpllr con la normauwdad mundsalkcon respeclo a los métodos
analmcos a utilizar en 'un estudio’ de b|od|spon|bll|dad ylo bicequivalencia;. - .
como es. el revisar en'la: literatdra‘todos los ‘estudios de este tipo que.se” -
hayan realizado para‘él 6’ los: farmacos de. interes. Este caso no fue'la ™
excepcion .y “se. revisd: todo: o referente a " naproxeno - ‘sédico.
(antiinflamatorio - no esteriod lyia’ clorhidrato : de “ambroxol (agente con:"
actividad - mucolitica) que ison os dos acuvos presentes en Ia nuevale
formulamon que se desea estu KR

Se, encontré’ que: sean:realizado muy pocos estudios de “este tipo.para’
ambos farmacos. Y: solo se.han: hecho 'de manera |ndepend|enle e to e
se ha desarrollado un metodo analmco para cada uno de los. achvo

con clorhldralo de ambroxol) se pretendié cuantificar ambos® actiy
. mlsmo metodo analltlco pero debxdo alas: caracterlsucas de

independiente. . El" fluido bIOlOgIcO que tse: ehg
cuantmcaclon fue plasma.
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‘Al revisar los estudios’ blofarmacéuucos sobre naproxeno sédico” se
encontrd que: existen varios métodos analiticos para la cuantificacién’ del
activoen plasma

Entre los métodos reportados para la determinacion del naproxeno sédico
en plasma, donde se emplean técnicas cromatogréficas, se encuentran los
estudios realizados por Runkel y colaboradores (35) quienes utilizaron un
método por cromatografia de gases, en donde se hace una esterificacién
previa

Otros métodos que también desarrollarén estos investigadores fuerén por
cromalografia de liquidos, donde se realiza una doble extraccion.

El método de deteccién reportado para realizar. la" cuantxﬁcac:on en’:’
cromatografia de gases es el detector- por. ionizacion de. flama’ (FID) ylos’
métodos de deteccién reportados. en cromalografua de liquldos son_:
fluorometria, espectrofotometria ultravioleta -y - electroqulmlca
amperométrico, como se puede ver en la siguiente tabla._.

TODO -+ [ DETECCION -« =

HPLC UV (254 *

HPLC Uv (229 *

HPLC UV (230 °

GC FID

GC FID
HPLC UV (254°)

FLUOROMETRICO T.exitacion 235 * 0.1 ugimL
Lpmisitn 150 *

HPLC UV (340°) T pg/mL A
HPLC Uv{240°) - 42
HPLC uv 1.5 pg/mb 34
HPLC UV(254y370°) N 43
HPLC Ampercmetrica 10-20 ng'mlL 44
HPLC UV{293*) - 45
HPLC UV (254 %) 0.5 ygfmL S48 -

* = nanometros

El-método analitico propues!o en este lrabajo para Ia cuanllfcac."rn del
naproxeno sédico en plasma es un metodo sencillo, y practlco (47) :
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Resulta importante la validacién de los metodos analiticos utilizados para
la cuantificacién de farmacos en fluidos bioldgicos, puesto que la validez y
confianza de los resultados que se deriven de un analisis de muestras
biolégicas para un estudio de biodisponibilidad dependeré en gran medida
de la calidad del método analitico 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 anélisis
biofarmacéutico del estudio de farmacos, tiene que ser bien establecido,
considerando que el control de calidad de los procedimientos o método
analitico no es otra cosa que la validacion de los mismos.

Por todo lo anterior se infiere que la validacion de los métodos analiticos
es de vital importancia y es por ello que el objetivo del presente trabajo es
adecuar y validar un método analitico para cuantificar naproxeno sédico en
plasma. Este método servird para cuantificar el activo en el plasma
posterior a la administraciéon oral de la nueva formulacién (naproxeno
sodico mas clorhidrato de ambroxol) en cualquiera de sus dos
presentaciones tabletas y/o suspension.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

-Se adecud el método analitico para cuantificar Ketorolac en plasma por
cromatografia de liquidos de alta’ resolucién (47) (Método AMC #015
SYNTEX PALO ALTO, ADENDUM i), a.las -condiciones internas del
laboratorio de Desarrollo Analitico en Syntex, México.

Para la cuantificacién de. naproxeno OdlCO en plasma se selecciond la
colummna para’ cromatografia; de;liquidos ‘con la que se obtuvieran los
mejores resultados (partiendo d la reporlada enla metodologla en la que
se basd). Se selecciond; t erno que mejor se adecud a las
condiciones de extraccion las condiciones cromatograficas empleadas.
Esto es que no interfirierac retencion del pico de interés y
que presentara una buenakresolucton ademas de todas las caracteristicas
que debe de’ cumphr 1 considerarse estandar interno
‘cOmo soN:- una alla pureza,: no mlerferenma y solubilidad semejante al
achvo de interés. '

El metodo analitico utilizado,
la“ literatura;: pa

ya'se.menciond es uno ya reportado en
f : - sélo- que se realizaron las
modmcacmnes pertlnentes para flcar naproxeno sodico en plasma,
-{ras una admmlstracmn oral de oxeno sodico, en una admintracion oral
(tableta - o -suspension) :de’ una forma armacéutica que posee una
combinacién ‘de dos’ activos que n naproxeno sédico y - clorhidrato de
ambroxol en Ias sigiientes dosis: ..

5 FORMA: - . 2o HEE s Naproxeno .

' FARMACEUTICA : | “Ambroxol -+ Sédica: -
Tabletas 30 mgitab 275 mgitab
[ i® 15 mg/5 mi | - 200 mg/5 mL
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4.1 MATERIAL

SOLVENTES:

e Acetonitrilo grado cromatografico, Mallinckrodt .
o Acetato de etilo Reactivo Analitico, Mallinckrodt.
s Agua grado cromatografico, Tecsiquim .

e Etanol grado Reactivo Analitico, Malllinckrodt.

¢ Hexano grado Reactivo Analitico, Baxter.

e Metanol grado cromatogréafico, Mallinckrodt.

REACTIVOS:

e Acetato de sodio grado Reactivo Analitico., Merck.

e Acido acético glacial grado Reactivo Analitico., J.T. Baker.

e Acido Fosférico al 85% grado Reactivo Analitico, J.T. Baker.
e Hidréxido de potasio Reactivo Analitico, J.T. Baker.

e Glucosa lote 81H0710 éigma.

e Heparina .

e Acido Cltnco RA Lole 513 Técmca Qunmlca S.A,

. Cltrato lrlsodlco dlhldralado Merck
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FLUIDO BIOLOGICO:

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 contaminacién por la utilizacién de
plasma infectado, como podria ser el caso de VIH, hepatitis y brucelosis
entre otras).

ESTANDARES:

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

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

¢ O-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, 25y 10 mL.
Pipetas graduadasde 10y 1 mL.

Pipetas volumétricas de 25, 10, 4, 3,2, 1y 0.5 mL
Matraces Erlenmeyer de 4y 2 It. '
Matraces Erlenmeyer con tapdn esmerilado de 250 150 y 125 mL
Probetas graduadas de 500 y 250 mL.. :

Jeringa Hamilton de 250 pi.
Vasos de precipitados de 100 mL.
Pipetas pasteur. ’

Tubos de ensaye de (13 mm x 100 mm) } y (15 mm x 126 mm)
Viales para inyector automatico Wisp. - .

Microviales con adaptador para wales de myector automatlco
Matraces Kitazatode 1y 2 It .
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-OTROS:

Vasos de precipitados de 4 It de pléstico.
Bulbos y perillas para pipetas.

Gradillas para tubos de ensaye.

Gradillas para viales. .

Guantes de fatex.

Mascarilla de seguridad para solventes (3M)

EQUIPO:

« Cromatografo- de Ilqmdos Walers, equxpado con bomba |socrét|ca-'
Modelo 6000, inyector. automanco WISP 712D delector de Iongulud :
'deondaﬁja'ona rtl s

e Agltador magnehco Mod [o] PC-320 Co

L.aboratory Stirrer/Hot -
plale o
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+ Embudo de filtracién para solventes con membrana de 0 45 pm
Modelo OM-39 Millipore. : S R

e Camara de enfriamiento (- 15° C) Amen'

e Micropipetas Finnpipette dlgltales de 200—1 OOOpL y de 50-200uL
. Labsystems

4.2 CONDICIONES EXPERIMENTALES.

Condiciones Cromatogréficas

Flujo
Presion ..
Lorigitud de ond
Temperatura . ....
Volumen de'i nnyecc n
Velocidad de carta
-, Tiempo: de. corri
Atenuaclon
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4.3 PROCEDIMIENTO ANALITICO.

PREPARACION DE SOLUCIONES.

s Fase Movil.

La fase moévil empleada fué de Acetomtrllo Agua ‘en’ una; proporclén de’
36:64 con 0.05 mL de acido fosférico para un htro de fase mévvl :

s Mezcla para reconstituir.

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

e Preparacién de Ia solucién buffer de acetatos pH= 3.0

Se prepard una solumén de acetato de sodio 0.5 M (se pesaron 10.3 g de
acetato de sodio; se dlsolweron y Ilevaron al aforo con agua en un matraz
volumétnco de 2 L :

. :Prépara’cién de la solucién de estandar interno:

Se pesd el lequivalente a 25 mg de propilpai-abeno, _se - transfirio
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 50 mL , se disolvié y llevé al.

volumen con una mezcla de metanol:agua 90:10, se tranferid una alicuota -

de 2mL a un matraz volumélrico de 50 mL y se llevé al volumen con la
misma mezcla de metanol:agua 90:10, para obtener una concentracion
final de 20 pg/mL.
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* Preparacién de plasma cargado con naproxeno sédico:

a) Curvas para determinar el limite de deteccion y el limite de
cuantificacién

Para cada una de las curvas patrén se pesé aproximadamente 30 mg de
naproxeno sodico sustancia de referencia, se disolvio y llevo al volumen en
un matraz de 100 mL. Se realizarén las siguientes diluciones para lograr
las concentraciones requeridas.

30mg/ 100mL
(300pg/mL.)

0.5mt/10
(15pg/mL})

1ml/10°
(304gimL)

- 0.5mLU10 7 0.5mL
(0.75uglmL)v(1v.5ug‘ImL) N

S amuho
o Euglmb)

Nota: Todas las dulucnones fueron reahzadas -con’ agua deshlada ‘a

excepclon dela ulnma dllucwn que fue reahzada con plasma |Imp|0

S
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b) Curvas para determinar linealidad

Para cada una de las curvas patron se pesd aproximadamente 150 mg de
naproxeno sédico sustancia de referencia, se disolvid y llevo al volumen en
un matraz volumétrico de 25 mL y se realizardn las siguientes diluciones
para lograr las concentraciones requeridas.

150mg/25mL
(6000pg/mL)

10mL/100 2mL/10 p 4mL/10
(600pg/mL) . (1200pg/mL) (2400ug/mL)

0.5mLA0. - 1mMLA0 1% sl
(a0 /mL) (60} /mL)(120p /mL)

Nota Todas Ias dxlucuones ueron -realizadas *con.agua: destllada .a
excepcmn de Ia ultlma dnucion  que f fue real:zada con plasma Ilmp:o
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METODO ANALITICO

Proceso de extraccién del abro)iého"’ sédico’ de la matriz’ biolégica
(plasma). B S e

Nota el plasma uhhzado debe es(ar prewamente cargado con naproxeno‘ :
sédlco : i . s
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 DIAGRAMA DE FLUJO'

Proceso de. extracmon del naproxeno sod:co de
(plasma) ’

la - matriz bioiégica

2004l std inlerno .
—_— 10041, Buffer pH3.0
6mL Acetato de etito:h - Agitar Smin an
- mezclador
mécanico

1 mL de plasma

90:10y 3mL de evaporar a sequedad la
hexano fase orgdnica.

Trasvasar la fase arganica
Adicionar 500pl. a otro tubo de ensayo y
de MeQH::H,0 -————— ~— | desechar Ia fase acuosa

Agttar 3min en
Desechar i3 fase i
mezclador — Reconstituir con 200l
n orgdnica y evaporar —— H.O:
mécanico a sequedad la ?;lg;!ztslN,Hp.MeoH
fase acuosa —_—

Inyec!ar al sistema Trasvasar a un Agitar Smin en
aumalog'arcu microvial g ] mezclador
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4.4 VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

En la validacién del método analitico se evaluaron las siguientes
caracteristicas: especificidad (incluyendo pureza de pico), linealidad,
exactitud, precision, estabilidad de la muestra, limite de deteccion y limite
de cuantificacidén, repetibilidad del sistema, robustez del sistema
cromatogréfico, adaptabilidad del sistema cromatografico, comparacién de
la cuantificacion por éreas y por alturas de las sefiales cromatograficas.

4.4.1 ESPECIFICIDAD.

La validacion de! método se inicié probando la especificidad de la técnica
selecionada, es decir, se demostré que la respuesta es debida solamente
al analito en cuestion, esto es, demostrar que no haya interferencia del
plasma ni del principal producto de biotransformacion (O-
desmetilnaproxeno), asi como de las sustancias adicionadas para la
conservacion del plasma como pueden ser los anticoagulantes; también se
probd la no interferencia de los reactivos adicionados para la extraccion
del naproxeno sddico 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 esta probando la especificidad del método se pueden presentar
olras sefales (debidas al metabolito,  reactivos y anticoagulantes), sin
embargo dichas 'sefales ‘no--deben de ‘interferir con los tiempos de
retencion de los picos de. |nteres como son el del analito en cuestién y el
del estandarunterno’ LT
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Tambien se verifico la pureza de los picos de interés, como son el del
estandar interno, propilparabeno y naproxeno sédico en una muestra de
plasma cargado, esto con el fin de cerciorarmos que no existen sustancias
en la muestra que esten presentando una respuesta espectrofotométrica
que interfiera en la cuantificacion analitica de activo. Dicho analisis de
pureza de pico se realizd en un cromatografo de liquidos que posee un
detector por arreglo de diodos

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

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

e . También se trabajaron muestras de plasma adicionado con el
metabolito (O-desmetilnaproxeno), el estéandar interno (propilparabeno), los
anticoagulantes empleados (heparina, acido citrico, glucosa y citrato de
sodio) y el clorhidrato de ambroxol (compuesto endégeno a la forma
farmacéutica probada). Tratandose, con el procedimiento de extraccion sin
esténdar interno, con el fin de verlf' icar si presentan algin. tipo de
respuesta. .

. Asi mismo se trabajaron mueslras sélo que en lugar de plasma se
utilizé el volumen correspondiente de: agua y se siguio el procedimiento de
extraccion, esto con el fin d probar s reactivos_empleados producian
algun tipo de - senal. Los reachvos p do . fuerdn :buffer de-acetatos,
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. Para verificar la pureza de los picos de interés se trabajaron seis
muestras de plasma previamente cargadas con naproxeno sédico a una
concentracuon de 48 pug /ml y se procedid de acuerdo al método analitico,
posterlormente se inyectaron al cromatdgrafo por arreglo de diodos el cual

tiene un co‘\'nando especifico para realizar pureza de pico.

|

|
4.4.2 LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION.

El limite de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) fue determinado mediante
la elaborarclén dos curvas patrén en plasma en el siguiente intervalo de
concentracnones 0.75, 1.5, 2.4, 3.0, 6. 0,9.0,12.0,15.0, 18.0y 24 ug/mL y
utilizando 6 determinaciones del mvel del ruido

La determin ‘clon del nivel de’ ruudo del deteclor consnsuo en reahzar seis
mediciones en condiciones estandarde-operacion: del ‘ruido propio del
instrumento. Las condiciones de: m(egracuén utilizadas para determmar el

nivel de ruidd fueron Ias mgunentes

Atenuacxén (Att 21‘) cero ,

Nivel de ruido (Treshold) = cero

Zero = 50

Velocidad de Ia cana (CH SP) =10,

Ensanc}-lamlento del pico (Peak th)
- def método analillco empleado) 3

Se lnyecto umcamente fase movnl al sistema’ cromatograﬂco ‘para reallzarv

las - -determinzciones  del." ruidoLas mediciones . -se - reahzaron .con
lnstrumentos cs hbrados obtemendo med:ctones en mlhmetros

0.14 (es ol PW de ‘trabajok :
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Se utilizaron dos métodos para determinar el limite de deteccién y el limite
de cuantificacion.

Elmétodo | ;

Mediante las siguientes ecuaciones se determind el limite de deteccion y el
limite de cuantificacion.

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

Donde;

LD = Limite deé’ deleccnén -
) LC Limite de cuantrfcacnén

= es un faclor para el 99 9% del nlvel de conflanza' :
esviacion ‘estandar. de las determmaclones'del nivel de ruudo
pendrenle della curva patron i :

L factor mdlcahvo de- la precnsuon ‘deseada’en’ el punto més ba1o
(por ejemplo 10 para 10% de DER 20 para 5% de DER)

N k- 210 para 10% ‘de DER (deswacton esladarrelatlva) Es un '
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El método ll consistié en lo siguiente:

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

Para integradores HP. 3396A se tlene’una’escala total de deteccls

Una vez realizado el ajuste de atenuacién y realizada la conversion a
milivoltios se elaboré otro grafico de concentracién contra milivoltios para
la curva de regresion.

Se consider6 para el limite de deteccién 2 veces el nivel de ruido y para ei
limite de cuantificacion 10 veces el nivel de ruido, se interpolo en el gréfico
de regresion para el intervalo de confianza al 95% en el limite inferior.

Una vez que se determind el limite de cuantificacién, se realizo una
precisién del mismo, para lo cual se trabajaron por separado 5 réplicas de
la concentracion considerada come minima cuantificable y la relacion de
dreas se interpolé en el promedio de las cuatro curvas patrén que se
trabajaron para evaluar la linealidad del sistema. Se determind el
coeficiente de variacién de las 5 determinaciones.
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4.4.3 COMPARACION DE AREAS VS ALTURAS.

La comparacion estadistica de la cuantificacion de las sefales
cromatograficas por areas contra la cuantificacion por alturas, se realizé
preparando muestras de plasma cargadas con naproxeno sédico a una
concentracion conocida e inyectando las mismas muestras al cromatdgrafo
e indicando al integrador que realice primero la cuantificacion de las
sefjales cromatogréficas por dreas 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 entre un método de
cuantificacién por dreas y otro por alturas.

4.4.4 LINEALIDAD DEL SISTEMA Y DEL METODO.

La linealidad del sistema se evalué empleando 8 valores del .intervaio .
esperado de concentracidon. Considerando como variable independiente (x)
a la concentracién y como variable depediente (y) a la respuesta o factor
de respuesta , eI cuat se calculo de Ia sugmente manera:. .-

PR = (A | (Aovome) -

Donde: - -

Factor de respuesta
Area del plco de naproxeno sodlco :
Area'del ico del estandar mterno (propllparabeno) )
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Preparacion de las curvas patrén.

Se pesd cuatro veces y de manera independiente, estandar de naproxeno
sédico para lograr cuatro soluciones patrén: se realizarén las diluciones
correspondientes, efectuando la Ultima dilucion en el plasma, procurando
mantener constante el volumen de alicuota y se trabajé en el intervalo de
concentraciones selecionado, considerando, el punto mas bajo el limite de
cuantificacién (3 ug/mL), el punto medio, la concentracion méxima
reportada en la literatura (Cp méax) (48 pg/ml)y el punto alto dos veces el
valor del Cp max (96 pg/mL).

Se siguié el procedimiento de extraccién de naproxeno sédico, para todos
y cada uno de los diferentes niveles de concentracion de las curvas patrén.
Se inyectaron al sistema cromatografico. Posteriormente se realizaron los
graficos de las concentraciones expresadas en unidades de masa/volumen
en el eje de las abcisas (x) y la respuesta en el eje de las ordenadas (factor
de respuesta) (y).

4.4.5 EXACTITUD

-Exacmud 6 Repetlbllldad del 5|stema

La exacuud se determmo de Ia S|QU|ente manera Se trabajaron tres' :
niveles de concentrac|on 3, _12 y. 24 pglmL de naproxeno sédico en plasma’ -
cada uno por sextup cadok en‘ total 18 muestras “Ef faclor de respuesta L

4.4.6 PRECIS]ON

-Precnsmn o Repelxbllldad del metod

Se traba}o con‘una mezcla’ de plasma. cargado de;
equivalente 2740’ pglml con’y naproxeno ‘sodico.’ Fue aluad por..dos
- analistas de manera 1ndepend|ente cada anallsta traba)o seis réplicas de

un mmmro cada mueslra y dos curvas palron con el m;smo melodo de:

na. concentracion .-
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extraccién, durante dos dias diferentes. Se interpolaron las muestras en las
dos curvas patron, que fueron preparadas en forma independiente por los
analistas, para determinar la cantidad de farmaco presente en las seis
réplicas. Se determind la desviacion estandar relativa de todos los
datos,en dos dias diferentes, analizando 24 datos en total.

ADAPTABILIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO.

La adaptabilidad del sistema cromatografico, se realiza con el fin de
conocer los parametros cromatograficos bajo los cuales se esta trabajando,
ya que son un indicativo de las condiciones en que se encuentra la
columna cromatografica y en general de todo el sistema cromatografico.
Los parametros evaluados fuerén los siguientes:

Numero de platos tedricos.
Eficiencia.

Resolucion.

Factor de coleo.

Factor de capacidad.
Selectividad.

Dichos paréametros se evaluaron con una muestra estandar de la curva de
calibracién correspondiente al punto medio, y con los mismos parémetros
de integracién, volumen de inyeccion y tiempo de corrida que mdtca el
método, solo que a velocidad de carta de 1.cm/min.”

Para definir los pardmetros cromatogréflcos optlmos, asf .como los
intervalos permisibles; se evalué la adaptabilidad del sistema cada vez que
se corrian curvas patrén, mientras se adecuaba y validaba el método, con
el fin de determinar los parame(ros cromatograf cos ophmos de trabajo
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4.4.7 ESTABILIDAD.

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

La estabilidad a corto plazo consistid en lo siguiente:

Se trabajd un nivel de concentracion (57ug/mL). Esto es, se cargé plasma
con el naproxeno sbdico, de una pesada independiente a las de las curvas
de calibracién donde se interpold para determinar la concentracién inicial
del farmaco en el fluido bioldgico.

Se trabajé de forma independiente cada muestra con el procedimiento de
ensaye, se envasd en microviales en las condiciones normales de trabajo
listas para inyectarse al cromatografo, se determind la concentracién
inicial, interpolando en el promedio de dos curvas de calibracién
previamente preparadas, y se inyectd por triplicado; el resto de las
muestras se almacenaron de la siguiente manera 18 muestras se
almacenaron a TA (temperatura ambiente), posteriormente se fueron
inyectando las muestras por ftriplicado cada tiempo, hasta
aproximadamente 96 horas. Se calculo el coeficiente de variacion.

La estabilidad a largo plazo consistié en lo siguiente:

Se trabajo un nivel de concentracion (48 pg/mL). Para lo cual se
selecciond una cantidad de plasma para preparar las muestras y se
adiciond el activo. La pesada del activo, fue independiente a las utilizadas
en la elaboracion de las curvas patrén, donde se interpolaron las muestras
para determinar Ia concentracion al tiempo cero.

Las muestras se dividieron en forma individual para realizar su analisis
evaluando cuando les correspondiera segun el tiempo de anélisis. Las
muestras fuerén montadas en estabilidad a -159C (condiciones de
congelamiento), hasta el momento de su analisis.

Las muestras se analizardn de'la siguiente manera: aproximadamente
cada semana se tomaron tres muestras para ser analizadas. Esto por.un
lapso no menor de tres semanas. Se calculd el coeficiente de variacion.
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€8

4.4.8 ROBUSTEZ. ,

La robustez del sistema cromatografico se determind verificando el efecto
que ejerce sobre el sistema cromatografico la proporcién de solventes en
la fase mévil, la cantidad de &cido fosférico (H,PO.) y el cambio de
columna.

El efecto de la fase mavil fue evaluado inyectando una muestra de plasma
cargado con naproxeno sddico a la concentracion plasmatica méxima
esperada, otra muestra que contenla Gnicamente propilparabeno y una que
solo contenia el principal producto de biotransformacion del naproxeno
sddico (o-desmetilnaproxeno), se inyectardn estos debido a que son [os
que salen mas préximos a el naproxeno sddico. La evaluacion se realizé
cambiando la proporcién de los componentes de la fase mévil.

» Las fases moviles probadas fueron las siguientes con una cantidad de
4cido fosférico constante 0.05mL para un litro de fase mévil:

a Acetonit(ilo:Agu_ II (fase de comparacuon)
idad de acetomtnlo
antidad de;a\cgtomtnlo..

antidad de acetonitrilo.

. Eféciode I‘g' c‘é;’r_md

Para evaluar ‘el efecto. de:la cantida de amdo fosforlco enla fase mowl se-
lnyectaron las mi ma muestras que en el caso antenor :
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La proporcién de acetonitrilo: agua fué 36:64 y las canhdades de écudo". :

fosférico fuerdn las siguientes:

a  0.05mL de acido fosférico a 1L de fase
(fase mévil de comparacion

b 0.0 mL deacido fosférico a:1L. de fase movil
c
d 1.0mL. de &cido fosforico a 1L de fase movil

* Efecto de la Cy°_|“,’:nnva

El efecto de la columna.s
para evaluar el efecto:.de
probando dlferentes columnas

terming con Ia misma muestra que se utilizé
\ v’La evaluac:én fue realizada

Las columnas probédas‘fueron las suguxentés: :

a ColumnaA
(columna de ¢
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§]

RESULTADOS.
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5. RESULTADOS

VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

5.1 ESPECIFICIDAD:

Como se puede comprobar en los cromatogramas, donde se prueba el
principal producto de biotransformacion O-desmelilnaproxen, el clorhidrato
de ambroxol (farmaco enddgeno a la forma farmacéutica que se desea
probar), los anticoagulantes empleados, (heparina, 4cido citrico, glucosa y
citrato de sodio), asi como los reactivos utilizados en el método para la
extraccion del farmaco de interés, se puede observar que no hay sefiales
que interfieran con los picos de interes; como son, la sedal del
propilparabeno {estandar interno) y 1a del naproxeno sadico.
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ESPECIFICIDAD DEL METODO

- a) Naproxeno Sédico (24ngmL).~ b) Propllparabeno (10pg/mL), §

¢} O-desmetilnaproxeno (40pg/mL) y
d) Clorhidrato de Ambroxol (20uglmL)
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c) Muestra'de plasma adicionada con Propllparabeno y naproxeno sédlco y
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Con respeclo a la pureza de pico los resultados se puede observar que el

- pico para naproxeno sédico es puro puesto que presenta una comparacion

(ratch) de 1000 que es lo que nos indica una pureza del pico de 100%,
para el pico del propilparabeno (estandar interno) se encontro un match de
982; esto es 98.2% de pureza, por lo que este pico también se puede
considerar puro.

74

mAy

147
127
127

Cio]

LC R 254,4 454,80 i of. NﬁF‘MF{BEH o
18 )

NRPROXEM SODICO EN FLFISMF)

PUREZA DE PiCO DE NAPROXENO SODICO YEL ESTANDAR lNTERNO: !
(PROF’ILPARABENO ) EN UNA MUESTRA DE PLASM . s




Validacién de un Método Analitico para Cuantificar Naproxeno Stdico en Plasma por CLAR en una
combinacién de Naproxeno Sédico con Clorhidrato de Ambroxof.

UV 10.837. 1S) nf>NORMBR2RA. O 0"
11.0447 (A" af NORMABZR.O

PAU sealed

SA10B-713.5
tmes tntal)
"NORMRD2R. 0

2 4 5 8 o 12
Time (win.d*
Pezk 2 time: {1,051 match: 1000 T: LC A 254,9  45¢,e0
* Peak spectra match Z: LC A 254,4 450,80
¥: LC A 254,4 450,80
£Purity) X: Set of 3LV

hext  RPreviiug

lect Fiubtract “.e1Have)
Peat.  EhpexSpe Range QRGraphi

Peah Peak

Send To
Plotter [23H

. FRERUM

Figura 4

PUREZA DE PICO DE NAPROXENO SODICO Y EL ESTANDAR INTERNO
(PROPILPARABENO ) EN UNA MUESTRA DE PLASMA.
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PUREZA DE PICO DE NAPROXENO SODICO Y EL ESTANDAR INTERNO
(PROPILPARABENO ) EN UNA MUESTRA DE PLASMA.
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§.2 LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACICN

El limite deteccién (LD) y el limite de cuantificacién (LC) se determinarén
con los graficos obtenidos de la curva patrén.

Tablal

”
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CURVAS PATRON PARA EL LIMITE DE DETECCION Y DE -
CUANTIFICACION

Tabla !l

Promedio de las dos curvas patron para Limite de deteccié
: - tmlte de cuantmcaclén

78



GA TS KO BB
oL o Lh BROTESA

Valldacién de un Método Anatitico para Cuantificar Naproxeno Sédico en Plasma por CLAR en una
combinacién de Naproxeno Sédico con Clorhidrato de Ambroxol.

79

MEDICIONES DEL NIVEL DE RUIDO

Tabla il
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Metodo 1 para determinar el limite de deteccién (LD) y el limite de
cuantificacién (LC). Se empleo el siguiente grafico.

LINEALIDAD PARA LD Y LC DE NAPROXENO
SODICO EN PLASMA

[ BLENE AL It M B B et Bt A S e e e e S e

40 -

30

20 -

Altura de naproxeno sodica (mm)

FINRIETIT N TS STV T WSS Tt L [ "

@ B 10 1B

Concentracion (m:g/y‘myl.n)'_

Figura 6

CURVA DE LA LINEALIDAD DE NAPROXENO SODICO EN PLASMA PARA + -
- DETERMINAR EL LIMITE DE DETECCION Y EL LIMITE DE CUANTIFICACION."
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Andlisis estadistico de regresién para el grafico de concentracion contra la
altura de! pico de naproxeno en milimetros, para deierminar el limite de
deteccion y limite de cuantificacion por el método |

Tabla v

Y= 1.965X + 0.262

Estadisticos de :
Regresidn
) Regresisn 0,9920
- R Cuadrada 0.9840
Error Estander ' 2.,1508

Observaciones ' 10,

Erro

- &Il;i/slial“ . Probabilidad Limite inferior 8! Limite superior

an!ic‘l-rﬁi: R

. s, L Estander y 95% de o 95% de
SN signiticencie significancia
71,0727 70,2443 0.8125 -2.2117 27357

00886, """ 22,1868 3.636.08 1.7608 21892
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Con el valor de la pendiente resultante del grafico de concentracién contra
respuesta en mm y con la desviacién estandar de las mediciones del nivel
de ruido en mm y sustituyendo en las siguientes ecuacionss se obtuvo el
LDyelLC

LIMITE DE DETECCION. LD =3 Sb/S

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

Sustituyendo: LD = 3(0.09156/1.9650) = 0.1396 pg/mL

LIMITE DE CUANTIFICACION: | LC=k SbIS -
k=10 ' '
Sb'= 0.0915 Ver tabla lil *
§'=1.9650 Verfabla'lv: @ .

““Sustituyendo: - LC = 10(0.0915/1.9650) = 0.4656ig/mL
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Método II: para’ delerm:nar ellimite de’ deteccnon (LD) y el Ilmlle de
cuantificacién (LC). Se empleo el s«gwente grat‘co

LINEAL.IDAD PARA LD Y LC DE NAPROXENO
SODICO EN PLASMA

ILINLA AN 0 S e S SR DL B
oo | . -
16 -

H

- 12

o

hri

.0

2

R

- 8r
.4_
ek

. Concentracion (meg/mL) -

CURVA DE LA LINEA DAD DE NAPROXENO SODICO EN PLASMA PARA
DETERMINAR EL LIMITE DE DETECCIDN Y EL LIMITE DE CUANTIFICACION.
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Andlisis estadistico de regresién para el'gréﬂco de concentracion contra la
altura del pico de naproxeno en milivoltios, para determinar el limite de
deteccion y limite de cuantificacion por. el método i} .

TablaV

¥=0.9084X + (0.2718)

- Estadisticos d0.
Rogresidn_

Ragresién ' =

R Ciadrad
“Error, Eulundnv‘.

Ohurvnclonn

Estadistica fad . Umlll lnla/lar Urmlo supnlmr

2 al95% de”. sl 95% de

0.4538
0.9714

Intorcepta =

" pendistita + - 0.9084.. ", 33,2826 1)
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Con los datos obtenidos para intervalo confianza para el limite inferior
pendiente resuitante del grafico de concentracion contra respuesta en
milivoltios y con las mediciones del nivel de ruido en milivoltios y
sustituyendo en las siguientes ecuaciones se obtuvo el LD y el LC

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

Entonces:
LIMITE DE DETECCION. LD=2N LD=0.05t mV
LIMITE DE CUANTIFICACION. LC=10N LC=0.256mV

Con el gréfico de regresion y para el limite inferior se obtuvo lo siguiente:

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

Y con la ecuacién de la recta se tiene:
Y=mX+b 6 X=[(Y«{b)]/m

Por tanto se obtienen los siguiente valores:

LD = [(0.051-(-0.9973)] / 0.8455 = 1.23 pg/mL
LC = [(0.255-(-0.9973)] / 0.8455 = 1.48 pg/mL
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PRECISION PARA EL LIMITE DE CUANTIFICACION

Determinacién del coeficiente de varlacmn para 5 repl(cas del hmlte de
cuantificacion considerado (3 0 pg/ mL)

Tabla VI

PROMEDIO = 2.9862
D.E. = 0.1074
CV 6 DER = 3.60%
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5.3 COMPARACION ESTADISTICA DE LOS % DE RECOBROS
OBTENIDOS POR AREAS Y POR ALTURAS.

La comparacién estadistica de los % de recobros obtenidos para las
sefiales cromatograficas por @reas contra las.de alturas, se muestran a
continuacion,

Tabla Vil
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Andlisis estadistico para la comparacuon dekla“ rqspueéta Qn é_re’as'contra lai
respuesta en alturas. L e T

Hipotesis nula : g X
e No existe variacién entre una cuantificacién por dreas y una cuanllf‘caclén por alluras de :
naproxeno sédico en plasma con el método analitico propuesto.

Hipétesis alternativa:

» Si existe variacién entre una cuantificacién por dreas y una cuantificacién por alluras de
naproxena sédico en plasma con el métedo analitico propuesto.

Tabla Vill

COMPARACION AREAS & ALTURAS.
ANADEVA: Factor
imple- -

Grupos i

52 Cantidad " Sumatona i, Promiedio - .

Colimns § . ] ,
,cdumna'z, : 168 ; 0 1.95379 .

: Fuenla de Varlaclo

Suma de
Cuadrados

"F Probstiidad - Flablas

. Entre Grupos .

. 0.,40617 0,53050 4.30094
En cada Grupo " . -

'Concluslon No hay varlacnén entre una cuanllfcacién por sreas y una cuanhncaclén por
alturas de naproxeno sddlco en plasma con el mélodo analmco propuesto, :
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Andlisis estadlshco para la comparac:én de Ia respuesta en éreas contrala | -

respuesta en alturas.

Hipétesis nula ; ’
e Lavarianza 1 esigualala varianza 2.

Hipétesis alternativa; .
e lavarianza1yla varianza 2 son diferentes.

Tabla IX

COMPARACION AREAS 8 ALTURAS: -
gueba de t,'para dos muestras asu ien
varianzas Iguales” e

Vanable 1 Vanable 2
Promedio 96.14 97.38083
Varianza 23.53504 21.95379
Observaciones 12 12|
Grados de liberlad 22
l-calculada -0.63731
I-tablas de una cola 1.71714
{tablas de dos colas 2.07388]

Donde:

Variable 1 = % recobro por Alturas
Varlable 2=% recubre por Areas

TOMA DE DECISI(’JN' Comorln; <t se a pla Ia hl élesls nula

Concluslbn No hay dl!erencla signlrcahvas enlre las vananzas 1 y 2.
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S 80

5.4 LINEALIDAD DEL SISTEMA Y DEL METODO.

Los resultados obtenidos para las cuatro curvas patron en fase movil
fueron los siguientes:

Tabla X
=Gl URVAS PATRON EN FASE M(')VIL PARA EVALUAR
S ] LINEALIDAD b
‘Conc_qntvaclén Area : -Area
Naproxena' - Es!andar Interno
Sédico Propil Earabono

682750 4972800
650670 4798800
638510 4635400
632630 4715300
1358500 4892400
1612000 5757500
1246700 4601200
1173700 4267300
2495800 4511500
2809900 5057800
2595000 4752300
2522800 4625000
3820800 4828400
3973300 4937100
3927600 4583700
4260800 5530300
5475000 4959700
4619200 - 4223800
5259600 4917000
5048600 45980500
7739700 4906200
6793500 4158300
7234400 4310400
-13971000 4404200
10778000 4965000
9084100 4244500
9403500 4262800
4768700 4401200
20215000 4579800
18219000 4152700
. 20293000 4631600
97.3440 : 9851400 4495300
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LINEALIDAD EN FASE MOVIL

Tabta X!

CURVAS PATRON ENFASE MOVIL

conc corregida L
“ {ugimL)
3.0420
6.0839
12.1678
18.2517
24.3356
36,5034
48.6712
97.3424
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Andlisis estadfstico de regresién para el grafico de concentracién contra el
factor de respuesta, para determinar linealidad en fase maovil

Tabla XUl

Y= 003856X +0.04018° |

Estadisticos de -
Ragrasidn .

Ragrasién ’ © ‘09964 "
R Cusdreds . 0,9928 . °
Error Eutandar " 0.1098 °
Obsarvacionos Tl 8

lﬁlq!caplo o o 0 ‘40‘5 R
Pandients - . 0,036,
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LINEALIDAD DE NAPROXENO SODICO EN
FASE MOVIL

T Lun Et L A LA SR S et S e i 1

Relacion de areas (interna/naproxsno)

) 20 40 (=1°] 8e i00@

Concentracion (mcg/mL)}

Figura 8

CURVA QUE REPRESENTA LA LINEALIDAD PARA NAPROXENO SODICO
ENFASE MOVIL

L A e T
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Los resultados obtenidos para las cuatro curvas patrén en plasma se
muestran a continuacién.

Tabla Xill
CURVAS PATRON EN PLASMA; PARA EVALUAR
s LINEALIDAD i
'goncen!racléul :
iENaproxeno 8 d e
Bédico (pg/mL} - : propilparabeno -

3,0432 488260 2752700
3.0432 571700 3186200
3.0420 453000 2881400
3.0424 426030 2582300
6.0864 881900 3091700
6.0864 806480 . 3212000
6.0840 711760 2600600
8.0848 822580 2943200
12,1729 1171100 1861200
12,1729 1669200 2962600
12.1680 1524500 2818500
12.1686 1445800 1994900
18.2593 2252200 1900200
18.2593 2415500 2898000
18.2520. 2289700 3010500
18.2544 B 2474200 3032300

. 24,3457 2743300 2278800
24.3457 3234500 2603100
24.3360 2806000 1331300
24,3392 3013500 2508000
36.5186 4440000 2161800
36.5186 4453700 1801900
36.5040 4475600 2240000
36.5089 4871400 2689300
48,6915 4185300 1684100
48.6915 5576800 2108500
48.6720 6099600 1881200
48,6785 . 6213100 2208900
97.3829 10777000 2208900
97.3829 12078000 2408400
97.3440 9064400 1624000
97.3570 12747000 2787200
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LINEALIDAD EN PLASMA

Tabla XiV

'CURVA PATRON EN PLASMA'
OMEDIOS DE’ CUATRO CURVA!

3.0427 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 = (Area de propilparabeno) I,(A]'ea_ de ri"apn"bxerraé“séalco) :

- Ver la grafica pj'bfnediq n plasma enla ‘ﬁgu}é"gr'v'f '
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LINEALIDAD PARA NAPROXENO SODICO EN
PLASMA

Ralacion de arsas (interno/naproxeno)

Concentracion (mcg/mlL.)

Figura 9

CURVA QUE REPRESENTA LA LINEALIDAD DEL METODO PARA CUANTIFICAR
NAPROXENO SODICO EN PLASMA .
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Analisis estadistico de regresion para el grafico de concentracion contra el
factor de respuesta, para determinar linealidad en plasma.

Tabla XV

¥=0.05244X + 0.04751

Estadisticos de

_Regresién X
Regresién Muttiple U 099683 .
R Cusdrada
Emor Estandar
Observaciones
teakulada . Frobabiided Limite inferfor  Limite superfor
Sl /95 #/95% de
significancia significacia
-~ Intercepto .- ~ 065703 053216 0.12043 022445
30.66344 1.01E-08 0.04825 005662

. pendiente "
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Para la variabilidad del método intra-dia se trabajaron 4 curvas patrén de
manera independiente por el mismo analista, cada dia de analisis, durante
dos dias diferentes y se determing asi el coefiente de variacion para cada
nivel de concentracion, como se pueden ver en las tablas XVI y XVIl.

VARIABILIDAD DEL METODO INTRA-DIA

Tabla XVI

1365 0. .
6 0.2851 0.2804 0.3489 0.258. 2956 13.05
0.5817 0.5481 0.5595 0.551 5627 .54
0.8183 0.8297 0.8897 0.774 0.8280 .74
4 26 7 .03 055 .0833 4.41
6 4 5226 729 .51 448 .60
8 2 9868 .089 .87 2.0390 .02
86 4.3 4.6262 4.056 .0620 4.2394 5.32
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VARIABILIDAD DEL METODO INTRA-DIA

Tabla XVII

0.1774 0.1794 0.1592 0.1650 0.1698 .18
0.2852 0.2510 0.2737 0.279: 0.2724 .50
0.6225 0.5634 0.5409 0.724 0.6129 13.40
- 0.8335 0.7606 0.815! 8033 4.74
.203 .2426 - 1.201 .2160 .80
38 2.053 .471 1.9980 1.811 .0837 13,
48 2.485: .6449 3.2424 2.8128 7963 11,6€
96 4.878! .0149 5.5815 4.5734 0122 .42
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5.5 EXACTITUD DEL METODO.

- Los resultados que muestran la evaluacion de la exactitud del método se
encuentran en las siguientes tablas,

Tabla XVII
130.453C0
. 97.4785
4. 16.4324
.12 2. 04.2724
2 . 1280 13.3418 110.0090
.1280 0794 9.5995
.1280 .399 126.9747
4.2560 .7644 97.9735
4.2560 4.5002 01.0069
4.2560 28.5961 7.8927
4.2560 28.3879 7.0344
4.2560 30.0328 3.8160
3 24.2560 23.6631 7.5555

Parametros estadisticos tomando en cuenta el % de recobro para
Ios tres mveles de concentracion,

MEDIA . =111 4203 ngmL
D.E: =124
CVODER=11 21 %

Parametros estadfshcos para el % de feéo'brb pér'nivel. :
: TablaXIX S ‘

13.19
"10.23
0.66

D@




Valldaclén de un Método Analltice para Cuanurcar Naproxeno Sédico en Plasma por CLAR en una
de Nap. Sdédicacon C de A

101

5.6 PRECISION

La precision se determiné con muestras de plasma adicionadas con
naproxeno sédico a una concentracion de 40 pg/mL pg/mL. Pordos -
analistas durante dos dias diferentes. los resultados se muestran en las
siguientes tablas.

PRECISION EN MUESTRAS DE PLASMA ADICIONADAS CON
NAPROXENO SODICO 40 pg/mL

Tabla XX

~114.3693 72.9217

107.3330 89,1008
106.7334 80.7842
108.9218 97.4765
116.4078 79.7669
113.1284 76.6939
116.6511 89.1231
114.9088 85.7187
109.7974 90.0806 "
111.8408 105.4383

108,8083 88.6562
114.5253 © 89.5765

CSS/3: GENERAL ANADEVA/MANADEVA
(24 casos con 4 vnrlabhw)

DISERO: 2 para ANA EVA, con ola
lenblu dapandmmo 1 vndnblu ,/"_

a .. sédica
C Enre, 1 ANALISTA (2 e e
: V27DIA
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“Tabla XXl -

PRECISION EN MUESTRAS DE PLASMA ADICIONADAS CON
NAPROXENO SODICO 40 pg/mL

55/3 general MANADEVA

Feat Probabilidad
Efecto Efecto Error Error
1 1 3702.351 20 389714 95.0018 060000
2 1 157.529 0 38.9714 40422 0.058055
12 1 74.241 20 38.9714 1.8050 0.182751

Suma de gl SCM Fen probabilidad
Cuadrados
3702.351 1 3702.351 9500179 0.000000
779.428 20 38.971

Concenlraclén de Naproxeno Sddico
111.9521
2 87.1115

ANALISTA DIA
t
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ADAPTABILIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO.

La adaptabilidad del sistema cromatografico se evalué durante 18 dias y
los resultados se muestran en [a tabla siguiente.

Tabla XXl
PROPILPARABEND ' NAPROXENO SODICO
1 N= 11712 T=0.80 N=11018 T'O.és
K,=5.76 Ko28.45
T=0.72

N= 11176
K.

Ky=8.14 Kox11.62

N = nimero de platos ledricos
T = faclor de coleo

K'y g2 = factor de capacidad.

R = esalucion

o = selectividad
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57 STABILIDAD DE LA MUESTRA ‘

Los sultados de la establhdad de. Ia muestra anto’ en ondlcmnes de

104

alma enamlenlo comoen’muestras ya tratadas listas:para’ myectarse aI Lol

crom tégrafo de Inqundos se muestran'a contiiuacio

ESTABILIDAD DE NAPROXENO SODICO EN PLASMA ;
 TEMPERATURADE CONGELACION “15°C -

Anglisis inicial 48 ug/mL e B
: Lo X 50106170

-~ DE =12:9874

CV=12.23.%

- n.= '3'

ESTABILIDAD DE MUESTRAS TRATADAS EN FASE PARA
: : RECONSTITUIR

Tabla XXV

Anahsm inicial 57 65 pg/mL.

x =99.53
DE =1.3355
CV=134%

n=3
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5.8 ROBUSTEZ.

La robustez del sistema se evallo verificando el efecto que puede ejercer
el cambio en la proporcién de fase movil, el cambio en la cantidad de
{HaPO4) 4cido fosférico y el cambio en la columna cromatografica, los
resultados se muestran en las siguientes tablas.

5.8.1 EFECTO DE LA PROPORCION DE FASE MOVIL

Efecto de la proporcion de fase movil sobre los pardmetros cromatograficos,
calculados para naproxeno sédico en plasma y propilparabeno (estandar

interno).
TABLA XXV
cH,CN H,0 Buena separaclén
36:64 =145 picos simétricos
pH=3.2
con H3PO, *
CH;CN:H,0 ‘N= 9677 N=7405 R=6.14 Buena separacién,
40:60 T=1.17 T=1.00 a=1.239 picos un  poco
pH=32 '1=3.89 '2=56.42 . coleados y anchos,
con HyPO,
CHLCN:H0 N= 7021 N=5196 R=3.57 No hay buena
45:65 T=0.83 - - o =128 | separacion de
pH =32 picos. Coeluyen.
con H3PO,
CH,LCN:H,0 Tarda demasiado
-30:70 -, tiempo en eluir mas
de 20 minutos,
Nota: . - N = namerno de plalnst
i3 T = factor de coleo

: Kygg = factor de capacldad
R = resolucién
- _a® selectividad
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5.8.2 EFECTO DE LA CANTIDAD DE ACIDO FOSFORICO (HsPO.) EN LA
FASE MOVIL.

Efecto de la cantidad de acido fosférico (H:PO.) con la misma proporcién de

CH3CN : H2O 36 : 64, sobre los parametros cromatogréficos calculados para
naproxeno sodico en plasma y propilparabeno (estandar interno).

a = selectividad

Tabla XXVI
NTIDAD DE. | PROPILPA- .- | NAPROXENO 1 OBSERVACIONES
“HaPO, | RABENO ™ " "i-": 'SODICO i B it 4
CH3CN:H,0 N= 5594 =5916 Buena separacién,
36:64 T=1.00 T=1.08 a=145 picos simétricos
con 0.05 mL | K'y=4.51 K'2=6.56
de H3PO,
CH,CN:H0 No hay separacion
36:64 de picos, eluyen
con 0.0 mL casi al  mismo
de H3PO, tiempo.
CH,CN:H,0 N= 7545 . -1 N=8518 R=8.82 Buena separacién,
36:64 T=1.00 T=133° o=1.57 picos simétricos un
con 0.1 mL K'4=6.03 K'2=9.45 poco anches, sin
de H3PO, ‘ embargo tarda
mucho tiempo en
eluir el naproxero
o sédico
CH3CN:H,0 N=8293:: - R=8.87 Tarda demasiado
36:64 1 TF=100 ;. o=1,59 tiempo en eluir el
con 1.0 mL de | K'1=6.27 . - . naproxeno  sédico,
HiPO, ademas los picos
son  un  tanto
anchos.
N = nimerc de plalos tedricos
T = faclor de coleo
K62 = factor de capacidad.
R = resolucién
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5.8.3 EFECTO DE LA COLUMNA.
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Efecto de la columna sobre los pardmetros cromatograficos calculados para
naproxeno sodico en plasma y propilparabeno (estandar interno).

Tabla XXVIi

NAPROXENO

OBSERVACIONES_

; ‘sbpIco

Adsorbosphere N= 7306 N=8132 R=7.45 Buena separacién,

C18 Sp T=1.25 T=1.17 o =149 picos simétricas

serie: 94049184 | K'4=5.07 K'p=7.53

Spherisorb N= 4647 N=4736 R=5.87 Buena separacion,

OoDS 2 sp 4 T=1.13 T=1.33 o =150 picos un  poco

serie: 140285 K'q=4,83 '9=7.24 coleados y anchos.

Pinkerton N= 10733 N=6113 R=2.74 No hay buena

serie: 100120 T=1.40 T=1.00 «=145 | separacion de
K'1=0,42 K'2=0.61 . . picos. Coeluyen.

Water-Novapak
serle: T31102P07

N= 6546

N=7081

Buena separacion,
picos - un  poco
coleados

Ultrasphere
serle: 1UE0443

Buena - separacién,

+-| demasiado anchos

pero_los plcos son

un poco coleados.

Spherisorb
c18 5p
serie: 129500

Plcos bien resueltos
y simétricos

Nota:

N = nGmero de pla!ol leddcos L
T =factor de coleo .+

K142 = factor de capa;:lciad

R ='resolucién
a = selectividad
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5. DISCUSION DE RESULTADOS.

El método analitico resulté ser especifico para cuantificar naproxeno
sodico en plasma, ya que se puede comprobar que no hay sefales que
presente el principal metabolito (o-desmetilnaproxeno), el otro farmaco
inherente a la forma farmacéutica (clorhidrato de ambroxol), asi como las
sustancias endégenas del fluido biologico y los reactivos adicionados para
la extraccidn del activo desde la matriz bioldgica. Estas son las sustancias
que en determinado momento pudiesen interferir con los picos de interés
que son los producidos por naproxeno sodico y el estandar interno
propilparabeno. Para cumplir asi con lo estipulado en la literatura (5, 9 y
31).

En lo referente a la pureza de plco se ‘enco ré que el DICO para en analito
en cuestion (naproxeno sédico) es puro’ ya que se obtuvo una comparacién
(match) de 1000 que es el que indica’lina pureza del 100% de la sedal.
Para la sefial producida, por el terno (propilparabeno) se obtuvo
en match-de 982; Io.que indica tina pureza. de 98.2% por lo que se puede
,con5|derar que, Ia sefal .tambien ;es: pura .ya‘que se encuentra dentro de
: del.97 aI 103%

varianzas |gu_ales

El hmlte de deleccnon se determind medlante dos metodos dlstmlos

Método [, Con el | méto o de la pendiente s'e,e'ﬁbont(é ‘u"
de 0.1250g/mL R S P R N

||m te deteccmn' :
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Método II. Con este inétodo se encontro un valor de 1. 23pglmL para el’
limite de deteccion.

Ambos resultados indican que el método es sumamente sensible puesto
que detecta canlidades muy pequefas de ' naproxeno soédico, bajo las
condiciones de operacion de -éste método analitico. Al comparario con
otros métodos reportados en literatura (29 y 31) se observa que este
método presenta una sensibilidad\aceptable. .

El limite de cuantificacién al lgual que el I|m|te de deteccion se determind
con dos metodos dlferenles ; o .

Método |. Con sl método de.,la

Js"e pblUvb un résulta'do de
04189pglmL para el limite de cuantificacion; B L P

qumtuphcado ‘que
: calculando el coefici
‘es menor.a-15%; qu
2310

16N El ‘cual resulté ser aceptable ya que
‘quese esupula para muestras bioldgicas (6 y

,Se con5|dero el valor de 3. pg/mL ya que se encuentra dentro del rango de

. cuantmcamén del’ método -ademds que .con ambos métodos se obtuvo un
jva)or -mas :bajo,entonces' ‘se' puede asegurar que el mélodo puede
cuantmcar canudades de’ achvo desde 3 pg/mL,
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La llnealldad se evalu en el fliido bxolégico‘donde se pretende cuantlf' car
el farmaco durante el estudio de b|oequwalenc13 :

El método analitico resulté lineal, ya que cumple satlsfactonamente con los
requisitos de linealidad para fluides bioldgicos (5,.6,.9 y:31), como son: un
coeficiente de correlacion que por lo menos incluya dos nueves después
del punto decimal (0.89) 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 esta realizando el grafico de
concentracion contra la respuesta obtenida (5).

También se evalué fa linealidad en fase movil, 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
correlacién 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 variacién obtenido
es inferior al 15%, que es lo que plden las autoridades regulatorias (6 y
29). ;

El melodo analmco resulto ser exacto debldo ',que: el coef c|ente de .

puede afirmar que el melodo es: pre'
" de vanacmn obtenldo para ‘todos’

La muesxra resul
(menos 15° C),icor
que los coeﬁcuente
31)..
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La adaptabilidad del sistema cromatogréafico se evalué con los resultados
obtenidos durante los 18 dias en que se determinaron los pardmetros
cromatograficos bajo los cuales se estaba trabajando. Por lo que se puede
afirmar que los parametros cromatograficos que se deben cumplir para
considerar al sistema estable y adecuado para realizar la cuantificacién del
activo son:

1. NAPROXENG SODICO
N= 5260 N = 5080
T=073 T=071
K'=4.8 K =65

En la robustez del sistema se evalud el efecto que se pudede ocasionar al
cambiar la proporcion de Acetonitrilo : Agua y la cantidad de &cido
fosforico en la fase moévil e incluso al cambiar de columna, encontrando lo
siguiente:

La variacién de la proporcién de acetonitrilo en la fase mavil afecta
considerablemente los pardmetros cromatograficos (ver tabla XXV). Si el
acetonitrilo se disminuye, los picos de interés (propilparabeno y naproxeno
sodico) se retienen por mas de 20 minutos. Conforme se aumente la
cantidad de acetonitrito se disminuye considerablemente la resolucion
entre las seflales cromatograficas, ademas de que resultan mas anchas y
un poco coleadas.

Al variar |a cantidad de 4cido fosférico adicionado a la fase mdvil ocurre lo
siguiente: al aumentar el acido fosfarico, los picos de interés coeluyen, y al
disminuir el acido fosférico el pico de naproxeno tarda demasiado en eluir,
ademads de que resultan picos un tanto anchos, por lo que se observa que
La cantidad de acido fosfdrico optima es 0.05 mL para un litro de fase
moévil.

Con todas las columnas probadas la tendencia fue que las sefales de
naproxeno sédico 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 analitico,
y que proporciona resultados muy similares a los que sefala el método
analitico. Esta es la columna Spherisorb C1g 5 p de 150 x 4.6 mm, de
Alltech,
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7. CONCLUSIONES.

Se 'adecud el método analitico por cromatografia de liquidos de alta
resolucién para cuantificar naproxeno sodico en plasma en presencia
_/de clorhidrato de ambroxol.

Se validé el método analitico por cromatografia de liquidos de alta
resolucién para cuantificar naproxeno soédico en plasma a travéz de su
~ especificidad, linealidad, exactitud, precision y robustez. Y se
demostrd que la muestra tiene una estabilidad de 32 dias, siendo un
requisito indispensable para estudios de Biodisponibilidad y/o
Bioequivalencia, tener una estabilidad prolongada.

Se cumplié con los objetivos establecidos en el presente trabajo, ya
que el método validado cumple las requisiciones que estipulan las
autortdades de salud correspondxentes
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