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1.0.- INTRODUCCION

El dcido acetilsalicilico fue sintetizado en 1853 por Gerkard, pero fue
Dreser en 1899 quien demostré sus propiedades antiinflamatorias.” En
algunos paises el acido acetilsalicllico recibe el nombre comercial de
asplrina.

El &cido acetilsalicilico asl como los demas salicilatos, estan
clasificados dentro del grupo de los "agentes desinflamatorios, antipiréticos
y analgésicos no narcéticos” debido a que no causan dependencia y causan
pocos efectos en la identificacion de estimulos dolorosos por parte del
cerebro.®

A pesar de que el acido acetilsalicilico tiene un uso tan antiguo, sigue
siendo el farmaco mas empleado para lograr un efecto desinflamatorio,
analgésico y antipirético y son el prototlpo con el cual se valoran los nuevos
farmacos de su tipo. En la actualidad este fa&rmaco es uno de los productos
de uso popular y de mas frecuente uso debido a sus propiedades
farmacolégicas y a su gran eficacia terapéutica, siendo particularmente Gtil
en el tratamiento de molestias muscoesqueléticas, cefaleas, y artritis
reumatoide, entre otras.®!

En México el 4cido acetilsalicilico es manufacturado en varias formas
farmacéuticas por diferentes laboratorios lo que hace que se encuentre
disponible en el mercado bajo distintos nombres de marcas comerciales, lo
que lleva a realizar estudios de bioequivalencia para demostrar que la
biodisponibilidad del farmaco es la misma en cualquier marca comercial. Por
lo cual, es necesario fener un método analitico confiable para determinar.y
cuantificar los productos de biotransformacion- de aspirina en fluidos
bloléglcos, en este caso en orina,

En el presente trabajo se plantea la validacion de un método analitico
para cuantificar los productos de biotransformacion de asplrina en una
matriz bloléglca (orina) por cromatografia liquida de alta resolucién.
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El método se realiza en orina por que su recoleccién es més facil y los
estudios de bioequivalencia en éste ambito han sido poco estudiados, por
otro lado la impermanencia de los salicilatos en orina es alrededor de 24
horas siendo mayor que en plasma. El método se plantea de acuerdo a dos
productos de biotransformacién que son excretados en mayor cuantia que
son el 4cido salicilirico (75 %) y el A4cido salicllico en (10%)
aproximadamente, ya que jos ofros productos de biotransformacion sélo son
excretados en un porcentaje menor al 10%.

1.1.- OBJETIVO

El objetivo que se plantea es el siguiente:

1.~ Validar el método analitico implementado tomando en cuenta ia
especificidad,  linealidad,  precisién,  exactitud,  reproducibilidad,
concentracién minima detectable, y estabilidad del acido salicilurico y 4cido
salicflico en orina.

s



Generalidades

Il.- GENERALIDADES
11.1.- MONOGRAFIA DE ACIDO ACETILSALICILICO (ASPIRINA)

Nombre quimico:Acido 2-(acetyloxy)benzoico ,acetato de 4cido salicllico.
Nombres sinénimos; Acido 2-acetoxibenzoico, acido acetilsalicilico, aceticil,
4cido acetosaélico, acetil-SAL.

Férmula condensada; Cg Hg O,

Estructura quimica:

1
C—OH

O—ICI:"‘CH3

Composicion porcentual;Carbono 60%, Hidrogeno 4.48%, Oxigeno 35.53 %.
Peso molecular: 180.15 g/mol.

Gravedad especifica: 1.40

Punto de fusién: 135 °C con calentamiento rapido.

Constante de disociacion: pKa 3.5 a 25 °C.

Aspecto fisico: Se puede presentar en forma de cristales de color blanco a
incoloros, o como granulados blancos, es estable al alre seco pero se
hidroliza en forma gradual en contacto con la humedad, produciendo acido
acético y 4cido salicllico, presentando un ligero olor a 4cido acético.

Solubilidad: 1 gramo se disuelve en 300 mi de agua a 25 °C, en 100 mi de
agua a 37 °C, 5 ml de alcohol, 17ml de cloroformo, de 10-15 ml de éter.
Soluble en soluciones de acetatos y citratos, se descompone con agua
hirviendo o cuando se disuelve en soluciones de hidroxidos alcalinos y
carbonatos.®

Usos: Se emplea en medicina como agente analgésico, antipirético y
antiinflamatorio.!®)
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11.2.- PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Las propiedades farmacolégicas de los salicilatos se debe a la
presencia del grupo carboxilo e hidréxilo de su molécula cambiando de esta
manera su potencia y toxicidad de estos compuestos al variar posiciones y
sustituyentes. La posicién orto del grupo hidroxilo es una caracteristica
importante en la accion de los salicilatos.'®?

El acido acetilsalicilico es frecuentemente usado por sus efectos
analgésicos, antiinflamatorios y antipiréticos y ha sido considerado como el
farmaco de primera eleccién en el tratamiento de artritis reumatoide y
osteartritis.! % 9!

Se ha encontrado que fa aspirina interfiere con la agregacion
plaquetaria y que es ahora aprovechado por la U.S Food and Drug
Administration como sustancia terapéutica para reducir el riesgo de ataques
isquémicos cerebrales transitorios o recurrentes.®’

M4s recientemente el AAS se ha empleado como un agente
antitrombético basado en su habilidad para inhibir |a funcién plaquetaria. El
acido salicllico que es ofro salicilato presenta fas mismas propiedades
farmacolégicas que el acido acetilsalicilico sélo que causa mayor dailo a la
mucosa gastrica, por lo cual su uso esté limitado a una aplicacién tépica
externa, como un compuesto altamente irritante que produce queratolisis;
estas propiedades lo han llevado a que se use como un agente queratolitico
para el tratamiento de verrugas, callos y en otros transtornos cutédneos.”

Se ha reportado que la respuesta obtenida de pacientes artriticos
tratados con dosis terapéuticas de 4cido acetilsalicilico, son Igual a los
observados en pacientes tratados con &cido salicilico, con la diferencia de
que hay menos Uliceras géstricas en los pacientes tratados con &cido
acetilsalicilico."”

11.2.1.-MECANISMO DE ACCION

El mecanlsmo de acclén de los saliciiatos no esta aln bien
establecido, pero el que se acepta y se maneja es el propuesto por Vane en
1971.. Suglere que los farmacos antiinflamalorios no esteroides actian
inhibiendo Ia prostaglandina sintetasa.""
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Accidn anlinflamatoria; Los farmacos de tipo aspirina son eficaces
para evitar el edema, exudados ceiulares y el dolor que causa la
inflamacion. Esto se debe a la inhibicién de {a sintesis de prostaglandina
sintetasa que es la responsable de permitir la sintesis de prostaglandinas
que son mediadores imporantes causantes del dolor en la reaccion
inflamatoria que se focalizan en los lugares inflamados. ‘*’

Accion anlipirélica: Los salicilatos provocan un descenso importante
en ia temperalura corporal en estado febril pero en estado normal esta
accién no se aprecia. Esta pérdida de calor se produce por la vasodilatacién
cutadnea que da lugar a una piel de color roja-caliente disipandose el cafor
por sudoracion.

1.2.2.-ABSORCION

Los salicilatos se encuentran dentro de los farmacos que son
absorbidos con mayor velocidad por cualquier via que se fe administre, el
4cido acetilsalicilico es un 4cido débil de pKa 3.5 que se absorbe con
répidez y de forma completa a través del tracto gastrointestinal./'?

Cuando se le administra por via oral, sdlo una pequenia cantidad de
esta dosis se absorbe en el estomago a pesar de que el pH ~1 es muy
favorable para su mejor absorcién, mientras que fa mayor cantidad de fa
dosis se absorbe mejor en el intestino delgado superior especialmente en el
duadeno, debido a que el 4rea superficial de este tejido es mucho mayor.®

Son muiltiples los factores que pueden afectar la velocidad de
absor:‘:‘ign del acido acetilsalicilico (ASA) en una administracion oral, entre
estos,

pH de las superficies de la mucosa gastrointestinal,

Lataza de vaciamiento gastrico.

El contenido gastrico.

Interaccion con otros medicamentos especiaimente (antiacidos y
agentes amortiguadores).

La velocidad con que se disuelve la forma farmacéutica en los
fluidos géstricos,
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Manson D. y otros, sefalan que el proceso més lento y determinante
en la absorcion de los salicilatos es la disolucién de la forma farmacéutica
en los fluidos gastrointestinales y por lo tanto las caracleristicas
fisicoquimicas de los excipientes que conforman al medicamento son de
gran importancia.’¥

En un estudio comparativo realizado en 3 tabletas comerciales de
AAS, revela que influye la cantidad de agua que se ingiere en la toma de la
tableta, ya que a mayor cantidad de agua ingerida es mayor la absorcion de
aspirina."®

También se ha encontrado que el tiempo medio de absorcion de ASA
en el estomago sin alimentos puede ser menor de 30 minutos, pero en
presencia de alimentos el tiempo de absorcién se duplica."'®

Manson, realizé un estudio de cinética de absorcion de AAS usando
diferentes soluciones amortiguadoras conciuyendo que cuando se usan
estas soluciones la velocidad de absorcion de AAS es mas rapida
reduciendo asi la irritacién gastrointestinal ¥

1.2.3.- DISTRIBUCION

El 4cido acetilsalicilico después de su absorcion llega a sangre donde
se une a las proteinas plasmaticas especialmente a la albimina que sirve de
depdsito de dichos farmacos. Se cree que la aspirina se combina con la
albimina a través de su radical acetilo lo que da lugar a la formacion de un
antigeno responsable de los fendmenos de hipersensibilidad que suelen
presentar algunos pacientes que son tratados con aspirina."”!

E! &cldo acetilsalicilico unido a proteinas es farmacolégicamente
inactivo mientras que la fraccion libre es la que presenta la actividad
farmacolégica y es la que se distribuye en todos los tejidos por un
mecanismo de difuslon pasiva pH dependiente. En los estudios de
farmacocinética realizados en humanos ref)onan que el acido acetilsalicilico
se absorbe principalmente como salicilato.!'* '®

E! ASA libre se distribuye en liquido cefalorraquideo, liquido sinovial,
fluido peritoneal, saliva y leche, pero no en jugo gdstrico, io hace muy poco
en sudor y bilis; también atravieza faciimente la barrera placentaria y puede
ilegar al feto en desarrollo. Las concenliraciones méximas de saiicilato
reportados se encuentran en plasma, higado, corazén y pulmén.*®? '

6
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La vida media del 4cido acetilsalicilico en plasma es corta solo de 15-
20 minutos debido a que sufre una hidrélisis rapida a 4cido salicilico por
esterasas no especificas que se encuentran en varios tejidos.® Mientras que
la vida media plasmatica de salicilato es de 3-6 horas a bajas dosis (menor
a 1g/dia) y a dosis altas (4 g/dia) |a vida media se prolonga pudiendo llegar
a ser mas de 15 horas; el aumento de este tiempo se debe a la saluracion
de las enzimas responsables de la conjugacién de salicilato a glicina y
glucurénido.™®

La fraccién de salicilato unido a alblimina es de 80-90%. Constituye
una reserva de farmaco en el cuerpo que se encuentra en equilibrio con 1a
forma libre por lo cual todo factor que aitere este equilibrio puede conducir a
efectos toxicos. Esto toma gran importancia cuando se administra a nifios y
pacientes en estado desnutricion, porque se ha reportado que en pacientes
con desnutricién las cantidades de albumina estan disminuidas y que con la
misma dosis terapéutica la concentracion de salicilatos libre aumenta y por
lo tanto alcanzar niveles toxicos."'?

También se ha encontrado que la albimina plasmatica en nifios se
encuentra reducida o que causa que la ingestion de una dosis de aspirina
mal dosificada en niftos, produce que las concentraciones de salicilato libre
se eleven demasiado y causen toxicidad, se han reportado varlas muertes
de niflos debido a esta causa."”

11.2.4.-BIOTRANSFORMACION

El 4cido acetilsalicilico es desacetitado con gran rapidez por
esterasas plasmaticas para formar 4cido salicilico (Producto de
biotransformacidn farmacoldgicamente activo) y acido acético, esta es una
reaccion rapida con una vida media aproximada de 15 minutos.®

Posteriormente el 4cido salicilico experimenta otra reaccion de
blotransformacién pero ahora a nivel de mitocondrias hepéticas, donde una
fraccion se. conjuga con glicina para formar el &cido saliciltrico y .|a otra
fracclon con el &cido glucurdnico para formar dos conjugados uno de tipo
éter (Salicil-acil-glucurénido) y el otro de tipo éster (salicilfenol glucurénido).
Estos se consideran como los principales productos de la transformacién del
AAS junto con el 4cido sallcilico libre."”. Fig.1.
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Una pequefa fraccion de &cido salicilico se oxida a &cido gentisico
(2,5-dihidroxibenzoico), 2,3 dihidroxibenzoico, el 2,3,5-trihidroxibenzoico y
después una fraccién de acido gentisico se conjuga con glicina para formar
el 4cido gentistirico. Todos los productos de biotransformacion del AAS son
muy polares y son excretados por via renal.

Todos los procesos de biotransformacién y excresion de AAS siguen
una cinética de primer orden excepto las conjugaciones de acido salicilico
con glicina y &cido glucurdnido que son cinéticas que dependen de la dosis
administrada."®

Levi, estudié la cinética de formacion de acido salicilirico y
glucurénido saliciifenélico en el hombre y observé que la reaccion de
formacién de &cido salicilirico pasa de una cinética de primer orden a una
de orden cero, cuando la cantidad de acido salicllico en el cuerpo supera la
cantidad derivada de la biotransformacion de menos de 1 g de aspirina,
mientras que los niveles de conjugacion con &cido glucurénico esta saturado
aniveles mas altos de 4cido salicilica. ¢ > %)

La velocidad de biotransformacién de ios salicilatos no esta
determinada s6lo por la concentracion sino que también depende de la
velocidad de accién de las enzimas, estos cambios adquieren significado
clinico muy importante cuando se hace mal uso de la dosis, porque se
podria llegar a consecuencias potencialmente peligrosas durante una
terapia prolongada de aspirina."®

11.2.5.- EXCRESION

Todos los salicllatos se eliminan por via renal y o realizan por
filtracién glomerular, reabsorcién y secrecién tubular. Las cantidades
reportadas que se excretan en orina son las siguientes:

-Acido salicilGrico 75.0%
-Acido salicllica 10.0%
-Glucurénido salicllico fentlico 10.0%
-Glucurdnido salicllico acilico 50%
-Acido gentisico 1.0%
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Mientras que los otros productos de biotransformacion stlo se
gliminan en un porcentaje menor al 1.0 %, en algunos casos s6lo se
encuentran vestigios de éstos. La cantidad de é&cido salicilico libre
encontrada en orina es en extremo variable y depende tanto de la dosis
administrada como del pH urinario. En orina alcalina méas del 30 % del
farmaco ingerido puede eliminarse como saliciiato libre mientras que en
orina acida puede ser solo del 2 %.®

La alcalinizacion de la orina incrementa la velocidad de excresion de
los salicilatos libres cuando el acido acetilsaliciiico es usado en hajas
concentraciones (650 mg/dia) la eliminacién esta de acuerdo a una cinélica
de primer orden y {a vida media en plasma es aproximadamente cerca de 3-
5 horas mientras que a dosis altas (4 g/dia) a cinélica es de ordencero y la
vida media en plasma aumenta de 15 a mas horas.™®

Este efecto puede observarse después de una semana y esta dada
por la saturacion de los sistemas hepéticos que catalizan la formacion de
salicilato a salicilglucurénido y dcido gentisico.!'> 19

Los conjugados glucurdnicos de los Acidos salicflico y gentisurico son
acidos organicos hidrosolubles por lo cual no difunden con facilidad a través
de las células del ttbulo renal, Estos productos de biotransformacién no se
excretan mediante un proceso pH dependiente como lo hace el dcido
salicllico libre, sino que se filtran en el glomérulo y son segregados por el
sistema para el transporte de 4cidos orgénicos.'®

- El 4cido salicilurico sufre una reabsorcidon tubular por su
liposolubilidad a pH urinario. Se reporta que su velocidad de eliminacion es
de 444 ml/minuto empleando un mecanismo de excrecion tubular,®
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11.2.6.- TOXICIDAD

Como resultado de su amplio uso y facil adquisicion en ef mercado,
los salicilatos son ia causa frecuente de intoxicacion, a menudo se produce
en niflos y a veces suele ser fatal.

La intoxicacion por salicilatos se debe a la medicacién con dosis
excesivas. Esta intoxicacién puede ser leve o severa, a la intoxicacion leve
también se le conoce como salicilismo que se caracteriza por zumbidos de
oidos, vértigo, cefalea, mareos, sudoracién, somnolencia, hiperventilacion,
vémitos, nauseas, disminucién visual y confusién mental. La intoxicacion
leve se observa con dosis terapéuticas altas utilizadas en el tratamiento de
la fiebre reumética, 2

Ei saliciiismo severo se presenta a dosis por arriba de |a terapéutica,
los sintomas y signos que se presentan son ios mismos que en el salicifismo
leve, pero ademas se presenta alteraciones graves en el equilibrio &cido-
base, y en la composicidn electrolitica del plasma, seguido de convulsiones,
delirios, estado de coma y paro respiratorio. La dosis mortal de salicilatos
esté entre 20-30 g ingeridos en una sola toma.!'%2"

1.2 7.- REACCIONES ADVERSAS

Los efectos o reacciones adversas de los saliciiatos se manifiestan a
diferentes niveles de los sistemas organicos:

Gastrointestinal: En las dosis usuales ei principal efeclo adverso es la
imitacion  gastrointestinal  causando, nduseas, vémito, malestares
hipogastricos, empeoran la lcera péptica, la dispepsia, hemorragia gastrica
y gastritis erosiva.®"

En 1984 Dearden y Nicholson efectuaron un estudio para determinar
la correlacidn que existe entre la actividad antiinflamatoria de drogas no
esteroides y la irritacion géstrica que producen, el estudio se realizé en ratas
Wister de 250 g con 25 diferentes farmacos administrados oralmente.

Et dafio fue evaluado conforme a la gravedad que causa al epitelio de
la mucosa géstrica que iba desde el enrojecimiento del tejido hasta zonas de
sangrado profundo. De acuerdo con ésto, concluyeron que al aumentar la
potencia antilnflamatoria del fArmaco también aumenta el daflo a la mucosa
gastrointestinal.®
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Junzo Nakamura en 1991, hizo un estudio comparativo para evaluar el
dafio que causa el 4cido salicilirico y el 4cido salicilico en la mucosa
gastrointestinal de conejos. El experimento consistié en una administracion
oral de Asu y As a conejos diferentes, a las 6 y 24 horas después de la
administracién se sacrificaron y se evalué los cambios morfolégicos que
sufrié la mucosa gastrointestinal con la ayuda del microscopio de barrido
electrdnico. Encontraron que el Asu a las 24 horas no produce cambios
significativos en la moifologia de la mucosa gastrointestinal, a diferencia del
As que produce lesiones en el epitelio del duodeno, yeyuno e lleon a las 6
horas pero que estds no son significativas hasla las 24 horas; concluyendo
que el uso de profarmacos como el Asu pueden ser Util para reducir el dafo
a la mucosa gastrointestinal /%

Sangre: La ingestion de aspirina en individuos normales produce un
aumento en el tiempo de sangrado, en tratamientos prolongados se presenta
pérdida de sangre en heces fecales (melena) aproximadamente de 5 mi/dia
causando con el tiempo anemla ferropénica.®®

Hipersensibilidad: La hipersensibilidad también es una causa de
respuesta indeseable al salicilalo, que causa urticaria, broncoconstriccion y
a veces shock anafilactico; aproximadamente el 15% de los pacientes que
loman aspirina sufren reacciones de hipersensibilidad.?"

Aparato respiratorio: A dosis altas causa depresion respiratoria.®"

Sistema hepético: Los salicilatos pueden producir por lo menos dos
formas de lesién heFatica. por lo que se restringe su uso en pacientes con
hepatopatia crénica.'®

Efectos metabdlicos: Las dosls grandes de salicilato pueden causar
hiperglucemia, glucosdria y agotar el glucdgeno muscular y hepético.?"

11.2.8.- CONTRAINDICACIONES

Hay algunos padecimientos que potencializan o hacen mas
susceptibles a los individuos a sufrir una Intoxicacion con salicllatos como:

Varicela: A nifios o adolescentes con enfermedades virales como
varicela e influenza tienen un alto riesgo de contraer el sindrome de Reye.
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Hepatopatias: Pacienles que sufren de hipoprolrombinemia,
deficiencia de vitamina K y hemofilia, deben evitar la ingestién de aspirina
porque se puede producir hemorragias.”"

Aungue no esta comprobado que la aspirina causa danos en la elapa
de desarrollo embrionario, se ha visto que los niftos recién nacidos que
nacen de mujeres que han tomado por fiempo prolongado salicilatos tienen
un parto complicado ademas de tener un bebé de bajo peso.® 72"

11.2.9.- FORMAS FARMACEUTICAS Y VIAS DE ADMINISTRACION

El acldo acetilsalicilico se presenta en formas farmacéuticas sélidas y
liquidas. En presentaciones sélidas se tiene solo o combinado con otros
principios activos en forma de tabletas solubles, comprimides, grageas,
capsulas, y en presentacion liquida rara vez se liene debido a su pronta
hidrélisis con la humedad.

El 4cldo salicilico se encuentra principalmente en soluciones
antisépticas, pomadas y cremas, todas ellas de aplicacidn local.

Por lo cual las vlas de administracién de los salicilatos puede ser oral,
parenteral, rectal y t6pica, por cualquier via que se administren son bien
absorbidos. La absorcion de aspirina a partir de supositorios. rectales puede
ser Incompleta e insegura por lo cual no se emplea cuando se quiere
elevadas concentraciones plasmaticas.*®

La absorcion por administracion parenteral es instantanea sélo que
esta via es raramente empleada y casl siempre se inyecta en articulaciones
artriticas, aunque no se ha demostrado ventaja alguna utilizando esta forma
de administracién.?

Por administracién local, la absorcion de sales libres y ésteres de
salicilato ocurre muy rapido, por ejemplo el salicilato de metiio que se aplica
a la piel por frotacién se absorbe tan rapido que es hallado en orina después
de 15 minutos de su aplicacién.?
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11.3.0.- METODOS DE VALORACION EN FLUIDOS BIOLOGICOS

Varios métodos han sido reportados para determinar 4cido
acetilsalicilico y 4cido salicilico en fluidos bioldgicos principalmente en
plasma y orina, las técnicas empleadas son la colorimetria y
espectrofotometria, que son técnicas no cromatogréficas y que
generalmente carecen de especificidad y sensibilidad ademas que la
determinacién de AAS es indirecta después de realizada una hidrdlisis. Hay
otras técnicas que son mas especificas y sensibles para hacer estos
estudios como son las técnicas cromatograficas, principalmente la
cromatografia liquida de alta resolucién y la cromatografia liquido-gas.

Los articulos que hacen referencia a la determinacién de &cido
acetilsalicilico y sus productos de biotransformacion en fluldos biologicos
son pocos por colorimetria y unos mas por cromatografia liquida en
columna empleando diferentes detectores como ultravioleta (UV) vy
fluorescencia.

11.3.1.- Métodos colorimétricos

La desventaja principal de los metodos colorimétricos es su baja
especificidad y sensibilidad que tiene para los salicilatos.

Unos de los métodos para cuantificar al salicilato es el colorimétrico
con reactivo de trinder en el cual utilizan el cloruro férrico para desarrollar el
color y, el &cido clorhidrico como agente acidificante. Otro método
colorimétrico es el Dupont que es parecido al anterior, s6lo que en éste, se
emplea 4cido nitrico antes del cloruro férrico.® %

11.3.2.- Cromatograffa llquida-gas (CLG)

Son pocos los articulos que hacen referencia para determinar AAS y
sus productos de biotransformacion por CLG. Estos métodos son
especificos y sensibles, permitiendo el andlisis simuitdneo de todos los
productos de biotransformacién sin conversién de AAS a As, sin embargo
presentan una desventaja, que necesitan derivatizaciones quimicas tal como
la silanizacién para que sean detectados adecuadamente. Las
derivatizaciones que se requieren llevan mucho tiempo, cerca de 60
minutos, y suelen complicarse por la hidrélisis parcial que sufre el AAS
durante ésta, ademas de la multiple formacién de subproductos de tipo éster
y éter.® 2
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Morris H.Clarence y Cofab.?® praponen un método por cromatografia
gas-liquido para determinar As Y AAS en piasma. Ellos utilizan el fluoruro de
potasio y enfriamiento para disminuir fa hidrélisis del 4cido acetilsalicilico
usando al bisulfito de potasio al 10 % como agente acidificante y el
cloroformo como agente extractor, reporfan que se puede emplear al
propilparabeno como estandar interno. EI detector empleado fue ef de
jonizacién de flama y una columna de vidrio de empaque OV-25 al 3% (68-
80 mallas) Chromosorb G, donde la temperatura de operacién del inyector
es de 240 °C usando al helio como gas acarreador. Se puede aumentar |a
sensibilidad y especificidad del método al usar un detector de conductividad
térmica.

Seeger @ describe un método para cuantificar As y AAS en plasma,
empleando un detector de ionizacién de flama, una columna de vidrio con
empaque de OV-17 al 3% (80-100 mallas).con programacion de temperatura
de 105 °C a 195 °C, donde el gas acarreador empleado es el argon.

11.3.3.- Cromatografia liquida en columna.

La Cromatografia liquida de alta resolucién presenta las ventajas
requeridas para realizar un estudio de farmacocinética ya que ofrece
especificidad y sensibilidad para separar varios analitos en una séla corrida
cromatogréfica.

Casl todos los métodos analfticos reportados emplean una fase mévil
terciaria con acetonitrilo, soluclones amortiguadoras, metano! y agua a flujos
altos, con respecto a Ja técnica de extraccidn algunos de eilos emplean gran
volumen de solvente orgénico para la extraccion o que dificulla el proceso
de evaporacién dando como resultado que |a técnica sea de costo elevado y
tiempo de an4lisis largo.

Harrison y Funk."”, en 1980 desarrollaron un método para cuantificar
4cido acetilsalicllico y 4cido salicilirico en plasma y orina humana. Ulilizan
una columna de fase reversa de 300 X 4 mm empleando como fase movil
metanol, 4cido acético glacial al 1.0 % (60:40 v/v) a flujo de 2 ml/min
utllizando un detector UV a A de 310 y 280 nm, Emplean 2 ml de orina, 0.9
ml de HCi 0.27 N, 100 pi de estandar interno y 10 mi de hexano, se agila
durante 10 min y se centrifuga a 750 rpm por 5 minutos, se evapora la fase
orgénica a sequedad y se resuspende en metanol para inyectar 25 pl al
cromatografo.
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En 1981 Rumble y Roberts  propusieron un método analitico para
determinar aspirina y sus principales productos de biotransformacion en
plasma y orina sin realizar extraccién. Usando una columna en fase reversa
Cie de 300 X 39 mm usando como fase movil acetonitrilo, acido fosférico
(70:30) pH 2.5 a flujo de 1 mlimin a 313 nm. El método propuesto es
complicado por el tiempo de hidrolisis de los conjugados glucurénidos.
Toman 2 mi de orina en un frasco ampula con 2 mi de HCI 10N sellandolo al
vacio. Posteriormente lo esterilizan a 120°C durante 3 horas en una
autoclave, enfrian y diluyen a 20 pl con agua y acetonitrilo, centrifugan a
1500 rpm durante 5 minutos e inyectan finalmente 20 il del sobrenadante.

N.Buskin y Roberts ™ en 1982 optimizaron un método para
cuantificar, salicilato y 4cido salicilirico en plasma con una modificacion
para orina empleanda una columna de ODS de 250 X 4.6 mm con fase movil
de agua, buffer de fosfatos pH 2.5, acetonitrilo (30:50:20 v/v) a flujo de 1.0
mi/min, usando como estandar interno al m-hidroxibenzoico y empleando un
detector UV auna X de 303 nm.

El anélisis lo realizaron con 1 ml de orina, 1 ml de acido oxalico 1M y
1 ml de estandar interno, 1a extraccion la hacen con una mezcla de acetato
de etllo-hexano en proporcion de (1.4 v/v) también cuantifican los
conjugados glucurénidos del 4cido salicilico con una hidrélisis térmica a 120
°C durante una hora.

Mays y Sharp en 1984 %, desarrollaron un método semiautomatico
para determinar en piasma y orina acido salicllico, acido aceliisaiiciiico,
4cido saliciitrico y conjugados glucurénidos en conejos y humanos. El
método se ha aplicado a estudios de farmacocinética y blodisponibilidad
tanto en animales como en humamos. Las condiciones cromatograficas
empleadas fueron una columna de Cis de 250 X 46 mm, una fase movii de
buffer de fosfatos pH 2.5, metanol, acetonitrilo (68:16:16 ) a fiujo de 1.5
mi/min, a una A de 237 nm,

La técnica que elios emplearon es laboriosa por el tiempo de
incubacion con la enzima B-glucorénidasa durante 20 horas ademés de las
muitiples alicuotas que se toman durante el procedimiento y por Gltimo el
gran volumen de diclorometano (12 ml) que se usa para |a extraccian, esto
hace que el tiempo de analisis sea largo.

16
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James.O Kruk y Michae! en 1984, reportaron un método al cual sélo
le hicieron mejoras a la ténica original de Rumble. * ' Mejoraron la
separacion de los productos de biotransformacion del AAS y acortaron el
tiempo de retencién de fos mismos teniendo un tiempo de anélisis de 10
min. Posteriormente prueban el método en ratas y humanos, las condiciones
que emplearon fueron una columna de fase inversa Cs de 250 X 4.6 mm
usando como fase movil metanol y buffer de fosfatos pH 3.9 (3565 viv) a
flujo de 2mi/fmina 313 nm.

En 1991 Shen Jinglian ', reportaron un método para determinar
simultaneamente todos los productos de biotransformacion de aspirina en
orina y plasma; realizaron 2 hidrolisis una alcalina con NaOH 0.1 M y ofra
enzimatica empleando la fj-glucuronidasa. La separacion la lievaron a cabo
en una columna de fase inversa fenolica de 300 X 4.6 mm usando una fase
mévil de metanol, acetonitrilo, trietilamina y buffer de fosfatos pH 2.8
(18:110:1:87 viv ) a flujo de 1 mi/min, empleando un detector UV a 237 nm,
El tratamiento para la hidréfisis de los giucurdnidos es de 2 horas a 37 °C
evitando asf la extraccion con solventes orgéanicos.

Winthrop large y col, " realizaron un método para cuantificar AAS y
As en plasma utilizando diclorometano y HCl 6N para la extraccidn,
trabajando con un detector de fluorescencia a una longitud de onda de 318-
327 nm de excitacidn y de 350-488 nm de emision.

Saul L y Kander 2, desarrollaron un método por CLAR acoplado a un
detector de fluorescencia para cuantificar AAS utilizando ai nitrato de
amonio como agente extraclor y como limpiador de orina de sus endégenos,
la determinacion la hacen a una longitud de onda de 323 nm de exitacion y
455 nm de emision.

Se report6 un estudio, ! donde calcularon factores de capacidad de
varios metaholitos fendlicos y alcohélicos en orina empleando un detector
de fluorescencia con longitud de onda de excitacién a 285 nm y 320 nm de
emisién. Reportan como se afecta el factor de capacidad del acido saticilico
y 4cido gentisico al varlar ia composicién del metanol en la fase mévil
formada por metanol, 4cido acético glacial 0.17M (25:75 viv) en una
columna Cqs a fitjo de 1.0 mi/min.



Generalidadey

11.4.0.- GENERALIDADES DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION

La cromatografia es una técnica que permite separar, identificar y
cuantificar los componentes de una mezcla de compuestos. La separacién
se basa en la distribucion del soluto entre dos fases una estacionaria y otra
mavil, de tal manera que cada uno de los componentes de la mezcla migra a
diferentes velocidades por la fase estacionaria,**!

Con esta técnica se obtienen separaciones en término de minutos e
inclusive en algunos casos en segundos, con buena resolucién vy
sensibilidad La cromatografia es una técnica de andlisis muy versatil que
permite el analisis de compuestos de origen orgénico, inorganico, iénico,
covalente, asi como de compuestos de alto peso molecular. La importancia
de esta técnica es debida al variado campo de aplicacién que tiene en
distintas éreas industriales como la farmacéutica, alimenticia, petroquimica
y clinica,®®

Los principaies componentes que integran a un sistema
cromatagrafico son: bomba, inyector, columna, detector, registrador.

Sin embargo hay otros componentes que son opcionales como el
sistema de gradiente, regulador de temperatura, automuestreador, etc. Un
cromatégrafo de liquidos puede ser adquirido como un sistema integrado o
como ensambles de modulos individuales.

Los sistemas modulares son generalmente mas convenientes porque
las unidades individuales pueden ser intercambiadas enire cromatégrafos y
nuevos modulos pueden ser agregados al equipo. Mientras que los equipos
integrados no presentan estas alternativas.

Generaimente los equipos de CLAR son costosos, por lo que se
necesita de personal capacitado en el uso y manejo del cromatégrafo para
tener un maximo aprovechamiento de este.



Generalidades

l_ DEPOSITO DE FASE MOVILI

o]

MANOMETRO

|

| VALVULA DE INYECCION

l COLUMNAI

3 PROCESADOR
[REGISTRADOR |—-—{ DETECTOR |._ {CESADC

| COLECTOR DE FRACCIONES

Fig.2. Modulos que conforman a un cromatdgrafo de liquidos.

I1.4.1.- Fase movil.

La fase movil es un factor importante en el anélisis cromatogréfico por
lo que es necesario que tenga ciertas caracteristicas como: :

-Debe disolver [a muestra.

-No degradar o disolver la fase estacionaria.

-Serde baja baja viscosidad,

-Ser compatible con el tipo de detector utilizado.

-Ser de polaridad media.

-Los disolventes deben ser de alta pureza (grado cromatografico)
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Los recipientes en los cuales se puede almacenar |a fase mévil deben
ser de vidrio, acero Inoxidable, o de plasticos inertes, para evitar que se
altere la composicién de la fase mévil por las posibles interacciones fase
movil-recipiente. La fase movil debe ser filtrada y desgasificada antes de
usarse para no introducir burbujas de aire en el sistema cromatografico.*"

11.4.2.- Sistema de bombeo

La funcién de las bombas dentro del equipo de cromatografia es
permitir que la fase mévil pueda fluir a través de la columna empacada. Las
caracteristicas mas importantes que debe tener un sistema de bombeo son:

-Reproducibilidad de fiujo.

-Permita trabajar a diferentes velocidades de flujo.
-Presion media adecuada.

-Deben ser resistentes a los solventes orgénicos y sales.

11.4.3.- Inyector.

Existen dos métodos principales para introducir la muestra en una
columna cromatografica, estos son a través de una valvula de inyeccion o
por métodos de detencién de flujo. Los métodos de detencién de flujo
requieren que el flujo de la fase mévil sea detenido o desviado mientras se
introduce la muestra a la columna, después se reestablece el flujo y el
proceso de separacion comienza,®®

El método mas empleado para introducir la muestra a la columna
cromatografica es através de valvulas de inyeccion. En forma general, la
valvula de inyeccién se coloca en posicién de carga, en esta posicién se
introduce la muestra en la vélvula mediante una jeringa llenando asi una
gaza (conocido en Inglés como loop ). Cuando la valvula con la muestra se
cambia a la posicién de inyeccién, la fase movil que habia dejado de fluir en
la valwula vuelve a fluir arrastrando asi la muestra a la entrada de la
columna, dando comienzo al proceso de separacién. De modo que el flujo
de la fase movil hacia la columna sélo se interrumpio momenténeamente por
el cambio de posicién de la valvula,®®
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La gaza es un tubo capilar externo de volumen conocido,
generalmente estos volumenes son pequefios del orden de microlitros (p).
La gaza se puede llenar en forma parcial o {otal, la inyeccién con gaza liena
permite tener una muy buena reproducibilidad del volumen inyectado y el
uso de un estandar interno se hace no necesario; mientras que con gaza
parcialmente llena permite variar los volumenes inyectados pero la
reproducibilidad de la inyeccién dependerd entonces, del estado de la
valvula, jeringa y de la experiencia del analista para inyectar.®”

En la actualidad se tienen equipos que estan conectados a un sistema
computarizado que permiten programar varias funciones para que se
realizan en forma automatica como el lienado de la vélvula y la inyeccién de
la muestra. Ademés de controlar funciones tales como, tiempos de
inyeccion, tiempo de corrida, velocidad de llenado, nimero de inyecciones
por muestra, volumen de inyeccién, identificacion de muestras, inicio de
inyeccion, programas de lavado asi como programas de gradientes,

Las valvulas de inyeccién se fabrican de materiales inertes como
teflon y acero inoxidable y su disefio es tal que resisten presiones muy
elevadas.®

11.4.4.- Columna cromatogréfica.

La columna cromatografica es un tubo cilindrico de material Inerte, de
diametro uniforme, paredes internas pulidas, resistente a soportar altas
presiones y empacadas con fase estacionaria. El material del tubo mas
usado para columnas es el acero inoxidable.. En algunos casos también se
ha empleado vidrio de paredes gruesas, pero tienen el inconveniente de no
permitir conexiones metal-vidrio herméticas a altas presiones .

Las dimensiones de la columna varian siendo las mas. comunes de
300 X 5 mm, pero que en columnas de tipo preparativo pueden ser hasta
mas de 1.cm. La capacidad de una columna cromatogréfica depende de su
longitud, didmetro y material de relleno, en general las columnas muy

eficientes son de didmetro muy pequefio (3mm) y efectudn  andlisls muy
rapidos.®
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Respecto a la forma de la columna, se prefiere las columnas rectas,
aun que también hay columnas enrolladas o de forma de “V","L","S",u "8"
estas ultimas facilitan el control de la temperatura, pero su eficiencia es
menor.®¥ La columna es el corazén del sistema cromatografico por lo que
hay que tener algunas precauciones para conservarla en buen estado.

-Evitar particulas en suspensién.

-Evitar muestras con impurezas que se absorban irreversiblemente,
-Trabajar fases méviles en el intervalo de pH de 2-8 cuando la fase
estacionaria tiene una matriz de Cis.

11.4.5.- Fases estacionanias.

Las fases estacionarias son materiales adsorbentes que se
encuentran disponibles comercialmente. Estos pueden ser porosos o
peliculares, esfericos o inrregulares.

Los adsorbentes porosos fueron los primeros materiales que se
utilizaron en cromatografa liquida, su tamaiio de particula generalmente es
grande (40 ) y de cuerpo totalmente poroso. La forma de 1as particulas del
material adsorbente puede ser de forma regular (esférica) o inrregular.

Las parliculas de forma esférica presentan una gran superficie
especifica de 50 -500 m/g por lo cual no se saturan con cargas de muestra
grande (g de muestra/ g de reileno) sin perder mucha eficiencia.

Los adsorbentes peliculares son particulas que consisten de una
esfera generalmente vitrea, recubierta por una capa muy fina de algun
adsorbente poroso, como gel de sllice o allimina. Los materiales peliculares
tienen una superficie especifica de 1-12 m?g, aceptando menor cantidad de
muestra que los adsorbentes totalmente porosos. También el costo de estos
materiales peliculares es mayor.®

11.4.6.0- Detectores.

La funcién de un detector en cromatografia liquida es el de monitorear
la composicion del liquido que eluye de la columna cromatogréfica y emitir
una seflal electrénica que hace posible hacer un registro de como la
composlcion varla con el tiempo.
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Existen varios tipos de detectores, los cuales tienen diferentes
aplicaciones de acuerdo at tipo de moléculas que se desea detectar; para
hacer una buena seleccién es necesario saber en términos generales como
funcionan. Hay algunos términos que son importantes para describir y
comparar a los delectores:

Ruido; El ruido se refiere a la inestabilidad de ta linea base y
normalmente se mide en desviaciones porcentuales de una escala
establecida, el ruido también se puede medir en unidades absolutas
considerando las oscilaciones del registro de un pico a ofro. Las causas que
pueden ocasionar ruido son multiples, como impurezas en la fase movil,
solventes Inmiscibles o fallas electronicas, entre otras.®> "

Deriva: Se puede describir como el movimiento lento hacia arriba o
hacia abajo de la linea base en un periodo de tiempo considerable o como la
variacion continua de una sefial a largo plazo. Estos cambios de la linea
base normalmente se miden en unidades de cambio por hora \Sl
generalmente se asocian con cambios en la temperatura, o de fase mévil.®

Limite de sensibilidad: Es Ia relacién sefial-ruido de 2:1, es decir, el
pico del componentes de interés debe ser, como minimo 2 veces més alto
que el ruido promedio. Generaimente se expresa en fa unidad del fendmeno
fisico observado por el detector.®”

Limite de deteccién: Es la cantidad minima de soluto que puede ser
detectado por el detector. Ei limite de deteccion es diferente para cada
sustarzg:si)a\, mientras que el limite de sensibilidad es Unico por ser un valor de
sefial,

Intervalo de linealldad. Es el intervalo de concentraciones en el cual la
respuesta es proporcional a la cantidad inyectada, el intervalo de lineaiidad
depende en general del soiuto pero también del sistema electronico de
amplificacion de la sefial que tiene su propia linealidad.®”

Se tienen detectores para CLAR basados en varios principios de

operacion, sin embargo sélo algunos son los suficientemente versatiies para
ser usados en cromatografia.
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- Detector espectrofotométrico ( UV/VIS ).
- Detector de indice de refraccién.

- Detector de fluorescencia,

- Detector electroquimico.

- Detector de conductividad.

- Detector de radioactividad.

11.4.6.1.- Detectores de absorcidn (UV/VIS).

Son los detectores mas utilizados y representan aproximadamente el
80 % de los detectores de CLAR. E! principio de la deteccién se basa en la
absorcién de luz por el soluto. La relacién de respuesta-concentracion esta
dado por la ley de Lambert- Beer, ™"

A=ELC donde:

A=Absorbancia.

E=Coeficlente de extincién mofar del soluto. ,,
C=Concentracion del soluto en la celda. l
L= Paso de la luz ala celda.

El detector UV/VIS responde a sustancias que absorben luz visible o
ultravioleta. Una gran cantidad de sustancias caen en esta categoria, como,
sustancias que tienen electrones sin compartir (olefinas), compuestos
arométicos y compuestos que tienen enfaces del tipo =.

11.4. 6.2.- Detector de Indice de refraccion.

El detector de indice de refraccién conocido también como
refractoémetro diferencial es un detector universal, que se basa en el hecho
de que todas las sustanclas tienen un indice de refracclon blen definido.
Este detector mide las diferencias en el indice de refraccién, de la fase
mévil pura y del solulo que eluye de la columna. El detector de Indice de
refracclén es poco popular en cromatografia liquida porque:

a) Tiene menor sensibilidad que los detectores de fluorescencia o
ultravioleta .

b) Es sensible a variaciones de temperatura y presion.

c) El detector es muy fragil y tiene tendencia a romperse.

d) No puede usarse para gradientes.
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11.4.6.3.- Detector de fluorescencia.

Utiliza las propiedades de fluorescencia de ciertas moléculas, es un
detector muy sensible que permite detectar hasta picogramos de soluto, es
altamente especifico, puede utilizarse con gradientes, ademéas de ser poco
sensible a las variaciones de fiujo y de temperatura,'®’

Lo que limita el uso de este detector, es que so6lo el 20 % de las
moléculas presentan fluorescencia natural, sin embargo, muchas sustancias
pueden ser convertidas a derivados fluorescentes usando reactivos de
derivatizacion. Las ventajas que presenta el detector de fluorescencia son ia
sensibilidad y especificidad, por lo que es un detector adecuado cuando se
quiere el analisis de sustancias que existen a nivel de trazas.®"

11.4.6.4.- Detector electroquimico.

En general es de tipo amperométrico, son detectores muy sensibles y
que muestran un aito grado de especificidad, sin embargo su uso esta
limitado a activos que tengan propledades oxido-reductoras fuertes.!*

11.4.6.5.-.Detector conductimétrico.

Detector en principio universal pero de hecho -utilizado Gnicamente
para el andlisis de aniones y cationes en sistemas acuosos.®”

11.4.6.6.- Detector de radioactividad.

Este tipo de detector es poco comin ya que requiere de un equipo
muy especlalizado, pero de uso relativamente importante en estudios
biolégicos y en farmacocinética,®”

11.4.7.0.- Integradores.

Hay varias técnicas manuales o instrumentales que se usan para
integrar el drea de picos, como triangulacién, cortar y pesar, planimetro, etc.
pero actuaimente la mayorla de los integradores son eiectrénicos lo cual
permite que la sefal que recibe el registrador sea fransformada
directamente en unidades relacionadas al 4rea y/o aituras de los picos, que
son proporcionaies a la concentracion.
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11.4.8.0.- Anélisis cuantitativo para cromatografia llquida.

Después de la identificacién de los componentes de una muestra, la
siguiente etapa es determinar la cantidad presente de cada componente a
esto se le llama andlisis cuantitativo. En |a actualidad el anlisis cuantitativo
por medio de CLAR es tan confiable como el realizado por cromatografia de
gases. ¥

Una vez conocida el 4rea o altura de!l pico cromatogréafico se toman
éstas como base para efectuar el célculo de la concentracion del soluto en
la muestra. Existen aigunos métodos de calibracion como:

Andélisis por calibracion interna (esténdar interno).
Andlisis por calibracion extema (esténdar externo).
Métodos de adiciones palrén.

A continuacion sélo se describe el método de estandar interno, porque
es el método que se emplea para evaluar las concentraciones de los
analitos en el presente trabajo.

11.4.8.1.- Estandar interno.

La técnica consiste en comparar el darea o allura del compuesto
problemay el del estdndar intemno. El resultado de esté relacion es la que se
emplea para realizar la estimacion de concentracion.

La sustancla utilizada como patrén interno debe tener ciertas
caracteristicas como: ser similar al compuesto problema, estar presente en
concentraciones. parecldas, tener un tiempo de retencién cercano al del
compuesto groblema pero sin interferir con él, ser inerte y no formar parte de
la muestra,®"

Las ventajas que presenta el uso del estdndar interno son porque
tanto el analito como el estandar intemo se analizan en las mismas
condiclones de andlisis. Las ventajas del estandar intero son:

No se requiere inyectar muestras con mucha precision.

Compensa errores por manejo de Ia técnica.
Compensa errores deblido a variaciones instrumentales.
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11.5.0.- PROPIEDADES PARTICULARES DE LA ORINA

La orina a diferencia del plasma esté libre de proteinas y lipidos, sin
embargo presenta una mayor variacidn en su composicién y esto se puede
observar en el color 4mbar oscuro de la orina colectada en las mafianas y
en el color amarillo palido cuando se colecta durante el dia. La composicién
de la orina depende en gran parte de (a dieta asi como del estado de salud
del individuo.

En la recoleccion de la muestra, es importante medir ef volumen total
de orina recolectada, asi como evitar perder volumen de esta, En los
métodos de excrecion urinaria lo que interesa es la cantidad excretada, si el
volimen de orina excretado es muy grande la concentracion del farmaco en
ésta serd muy pequefia y por lo tanto el analisis estara sujeto a errores
asociados con bajas concentraciones y la pérdida de volumen seria una
fuente importante en la variacion de la cantidad de farmaco "

La orina estd sujeta a cambios de pH en un amplio intervalo, que
dependen en su mayor parte de la dieta y de los medicamentos ingeridos.
El pH normal se encuentra entre 5.5 - 7.0 y cualquier alteracion en el pH de
la orina afecta la excresion de los farmacos. Los farmacos bésicos se
excretan mas facilmente en orina acida, mientra que los farmacos acidos se
excretan mejor en orina alcalina "

También se tiene que la compasicion de la orina cambia con el tiempo
de almacenamiento ya que el CO, se va perdiendo, causando que la orina
se vuelva més alcalina y cause la precipitacion de fosfatos inorganicos.“?

11.6.0.- VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

En los tltimos aflos la validacién de métodos analiticos ha adquirido
gran importancia en todos aquellas industrias que han querido implantar un
sistema de calidad y en los laboratorios donde se hacen determinaciones de
cualquler analito sea en una forma farmacéutica, fluido biolégico u cualquier
ofro material, '
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Para estudios de cualquier tipo es necesario tener métodos analiticos
validados, porque nos permite obtener resultados confiables y reproducibles,
para tener conclusiones correctas. Mayor importancia toma la validacion de
un método analitico que va a ser aplicado a un fluido bioldgico porque las
variables que intervienen son mas dificiles de controlar

La validacion de un método analitico se define como el proceso por el
cual se establece mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas
de capacidad del método cunﬂ)le con los requerimientos para las
aplicaciones analiticas deseadas.®

Los criterios a cumplir en la validacién de un método son establecidos
por organismos nacionales e internacionales. Estos organismos publican
una serie de gulas de caréacter no obligatorio, para que los laboratorios las
tomen en cuenta durante la validacion de sus métodos analiticos de acuerdo
a sus necesidades ™

La validacion de un método analitico comprende una serie de pruebas
sistematicas, que permite evaluar la confiabilidad que tiene el método al
efectuar una medicién. La correcta validacién de un método, permite
conocer la magnitud del error que se tiene al trabajar asi como una mejor
estimacion de las rmediciones. La metodologia que de el menor error en las
mediciones serd la mas viable a aplicarse.

Los pardmetros a determinar en la validacién de un método analitico
son: especificidad, linealidad, precision, exactitud, reproducibilidad, limite de
deteccién, limite de cuantificacién, y estabilidad,

11.6.1.- Linealidad.

La linealidad de un sistema o método analitico, es su capacidad para
asegurar que los resultados analiticos obtenidos directamente, o bien
mediante una transformacién matematica blen definida, son proporcionales
a la concentracién de la sustancia de interés dentro de un intervalo.

Generalmente se determina, construyendo una curva de calibracién
utilizando cuando menos 5 diluciones preparadas a partir de una misma
solucién estandar y haciendo el analisis cuando menos por duplicado para
cada dilucién,
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Para evaluar este parametro se considera el coeficierte de correlacion
(n), coeficiente de determinacién (r %), pendiente (m), ordenada al arigen (b) y
el coeficiente de variacion global (CV).

La linealidad del mélodo se determina a partir de placebos
adicionados de cuando menos tres diferentes cantidades de la sustancia de
interés, ( placebos cargados ), cada uno de manera independiente haciendo
los andlisis por triplicado, el andlisis se realiza bajo las mismas condiciones
de aperacion. Los criterios para evaluar este pardmetro son los mismos que
para la linealidad del sistema.

11.6.2.- Precision del sistema ( repetibilidad).

Es el grado de concordancia de los resultados analiticos obtenidos
dentro de una serie de mediciones efectudas en una misma muestra
homogénea bajo las mismas condiciones de operacién (analista, dia,
labaratorio, etc.) generalmente se expresa en término de coeficiente de
variacion.

Se determina por el andlisis sextuplicado de una misma solucion
estandar correspondiente a la concentracién del 100 % establecido en la
linealidad del sistema.

11.6.3.- Exactitud del método.

Es la concordancia que existe entre un valor obtenido
experimentalmente y el valor considerado como verdadero. Se expresa
como el porcentaje de recobro obtenido al analizar muestras a ias que se les
adiciono cantidades conocidas del analito.

Se determina analizando por lo menos & placebos cargados de
manera independiente con la cantidad necesaria del analito para obtener la
concentracion considerada como del 100 %, efectuando el analisis bajo las
mismas condiclones de operacion.

Para evaluar la exactitud se determina el coeficiente de variacion (CV)
y se realiza una prueba t de students, usando una a = 0.05,
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11.6.4.- Reproducibilidad del método.

Es la concordancia entre los resultados individuales obtenidos con el
mismo método y material de prueba, bajo diferentes condiciones de
operacién (analista, dia, equipo, reactivos, etc.). Se evalua através de un
andlisis de variancia de dos factores.

Se determina de una muestra homogénea dei producto carcana al
100% de la concentracion teérica, analizada cuando menos por dos
analistas, en dos dias diferentes y por triplicado.

11.6.5.- Especificidad.

Es la capacidad que tiene el método analitico para que la respuesta
obtenida proceda del farmaco de interés y no de otros componentes que
esten presentes en la matriz de estudio, como, otros principios activos,
excipientes, productos de degradacion u cualquier ofra sustancia
interferente.

La especificidad se realiza de acuerdo a la apiicacion que vaya a
tener el método analitico por ejemplo, métodos para control de calidad,
métodos indicadores de estabilidad, etc.

11.6.6.- Concentracién minima cuantificable.

Es la minima concentracién en la cual el método analitico es lo
suficientemente preciso y exacto para dar un estimado satisfactorio de una
muestra de concentracién desconocida.

11.6.7.- Concentracién minima detectable.

Es la minima concentracion que da una sefal detectable sin
confundirse con el ruido del sistema.

Para evaluarlo se hacen diluciones seriadas de la sustancia estandar
del analito, hasta obtener una respuesta de dos veces por encima del ruido
del sistema cromatogréfico.
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11.6.8.- Estabilidad.

Con este estudio se conoce las condiciones en las cuales, las
muestras que se obtienen durante el proceso de analisis, mantienen
constante sus propiedades medibles en un tiempo determinado. Esto
proporciona una mayor confiabilidad en los resultados, pues permite
determinar si la muestra presenta degradacion durante el tratamiento,

durante el almacenamiento, antes de medir su respuesta para ser
cuantificada.

El estudio de estabilidad de muestras se realiza en forma general,
analizando soluciones estandares del analito antes de su almacenamiento.
Después almacenarlas en diferentes condiciones de temperatura,
fluminacién, pH, etc., posteriormente se vuelven analizar a diferentes
tiempos segun se haya establecido en el protocolo de estabilidad.
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Parte experimental

fi.- PARTE EXPERIMENTAL

111.1.0.- Matenal.

-Balanza analitica digital Sartorius, Mod 835320.
-Balanza granataria Ohaus, Mod. 21975.

-Bafio water-Bath Lab-Line.

-Sonificador Branson, Mod. 5210.

-Centrifuga Clay Adams, Mod. 211466.
Vortex,marca Lab-Line, Mod. 1290.

-Equipo para fillracion de solventes miliipore.
-Equipo desionizador de agua millipore.

.1.1.- Equipo.

£l cromatégrafo de liquidos empleado consta de los siguientes
moduios:

-Sistema de bombeo programable, Beckman, Mod.116.

-Sistema programable de inyeccioén, Beckman, Mod.507.

-Detector UV de longitud de onda variable, Beckman, Mod.166.
-Integrador de datos System Gold (computadora personal Beckman ).
-impresora Epson, Mod FX-850.

i1,1.2.- Reaclivos.

-Acido salicilico, Tec.Farmacéutica, lote KR114
-Acido saliciltrico (acide O-hidroxihiplrico ), marca Sigma, lote 103H744, '
-Metil parabeno, lote 19910, i
-Acido clorhidrico concentrado, J.T.Baker, lote 9535-61. f
-Metanol R.A, J. T Baker, lote 96-110.

-Acetato de etilo R.A, J.T.Baker, lote M-36448.

-Diclorometano, R.A, Merck, lote 234, ‘
-Acido acético glacial, R.A, J.T.Baker, lote 9601-59, !
-Metanol HPLC, J.T.Baker, lote 8093-03,

-Agua grado HPLC { Destllada, desionizada v fiitrada 0.22 1 ).

-Nitrégeno no cromatografico, infra.
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111.1.3.- Soluciones.

-Acido Clorhidrico 0.6 N.

-Mezcla de acetato de etilo-diclorometano (80:20 viv).

-Solucién de metilparabeno de concentracion de 200ug/mi.

-Solucién estdndar de 4cido salicllico de concentracion 2000ug/mi en

metanol R.A.
-Solucién estadndar de 4cido salicilico de concentracion 200 pg/mi en

metanol RA.
-Solucién estdndar de d4cido saliciltirico de concentracién 4000,g/ml en

metanal RA.
-Solucién estandar de 4cido salicildrico de concentracion 400 pg/ml en

metanol RA.
-Solucién de &cido salicilico de concentracion 2000ug/mi en orina libre de

farmaco.
-Solucién de &cido salicilico de concentracién 200 pg/mi en orina libre de

farmaco.
-Solucién de acido saliciitrico de concentracidon 4000ug/mi en orina libre de

farmaco.
-Solucién de Acido saliciltrico de concentracion 400 pg/mi en orina fibre de

farmaco,
i1l.1.4.- Preparacion de soluciones.
Solucién estandar A de Asu y As.

Pesar exactamente 20 mg de &cido saliciltrico (Asu) y 10 mg de acido

salicilico (As).
Ponerlos en un matraz volumétrico de 5 ml, disolver y llevar a volumen con
metanol R.A. Esta es la solucion estandar A de concentraciones de 400

ng/mi de Asu y 200 pg/mi de As.
Salucién estandar B de Asu y As,

La solucién esténdar B se prepara a partlr de {a solucién estandar A,
Tomar 0.5 ml de solucién estandar A y llevar a un volumen de 5 m! con
metanol R.A, para obtener concentraciones de 400 pg/mi de Asu y 200
ng/mi de As.
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A parir de las soluciones anteriores A y B se hacen diferentes
diluciones para construir las curvas de calibracion de Asu y As. Las
diluciones para construir [a curva de calibracién se indican enla tabla .

Solucidn estandar de metiparabeno de 2000 pg/mi (esténdar interno).

Pesar 20 mg de metilparabeno y llevar a un volumen de 10 mi con
metanol R.A. Esta solucién tiene una concentracion de 2000 pg/mi, a partir
de la cual se toman diferentes alicuotas para ajustar la concentracion de 200

ng/mi de estandar interno en las curvas de calibracidn de Asu y As en
metanol.

La solucién de estandar intemo que se usa para resuspender las
muestras de orina evaporadas es de 200 pg/ml de metiiparabeno. Esta
solucion se prepara al tomar 2.5 mi de a solucidn de metilparabeno de 2000
ng/mt y llevando a un volumen de 25 ml con metanol, Las soluciones de
estdndar intemo se preparan en el mismo dia de trabajo debido a que el
metilparabeno se hidroliza rapidamente en metanol.

Solucion estandar EO-1 de Asu y As en orina.

La solucién estandar E0-1 tiene una concentracion de 4000 ug/mi de
Asuy 2000 pg/mi de As. La solucién £O-1 se tiene al pesar 20 mg de acido
saliciliirico y 10 mg de acido salicilico, disolver ambas sustanclas con el

minimo volumen de metanol en un mismo matraz de 5 ml, finalmente llevar a
volumen con orina libre de farmaco.

Solucidn estandar EO-2 de Asu y As en orina,

La solucion estandar EO-2 tiene concentraciones de 400 y 200 pg/ mi
de Asu y As repectivamente. Esta solucién se prepara tomando 0.5 m} de
solucién EQ-1y llevar a 5 mi con orina libre de farmaco.

Las soluciones EO-1 y EO-2 sirven para preparar las curvas de

calibracion de Asu y As en orina, a parlir de fas cuales se toman diferentes
diluciones.
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111.2.0.- Desarrollo del método.
{1.2.1.- Método de extraccion.

1.- En un tubo de ensaye colocar 1 mi de orina problema, adicionarle
05 ml de HCl 06 N y 2.0 mi de una mezcla de acetato de etilo-
diclorometano (80:20 v/v) y agitar fuertemente en vortex durante 1 minuto.

2.- Centrifugar durante 10 minutos a 2500 rpm, separar el
sobrenadante orgdnico y ponerlo en un tubo de ensaye limpio. Desechar la
fase acuosa.

3.-El extracto orgénico se evapora a sequedad con una suave
corriente de nitrogeno, ayudado de un bario con agua a 35 °C para favorecer
la evaporacion.

4.- El residuo se resuspende con 1.5 ml de estéandar inteno
{metilparabeno de 200 jg/ml) se agita en vortex durante 30 segundos y se
procede a llenar los viales del inyector, finalmente inyectar 25 i al
cromatégrafo. Ef diagrama de flujo se esquematiza en la fig.3.

Nota: El flujo de 1a corriente de nitrdgeno no debe ser turbulento y la
temperatura no mayor a 35 °C, para evitar la farmacion de un compuesto metil
éster de acido salicilrico que se forma de Ja sublimacion del 4cido salicilurico “?

Il 2.2.- Condiciones cromatégraficas.

Columna: Csg ODS2, dimensiones 250 x 4.6 mm, tamafio de particula
§ micras.

Fase movil: Metanol/Agua/ acido acélico filtrado (55:44:1 viv)

Fiujo: 0.7 mif minuto,

Longitud de onda: 250 nm.

Estandar interno (metiparabeno 200 pg/mi )

Para estimar las concentracidn de Asu y As se usa la relacion de
areas (Ra).

Ra=
drea del estandar interno

35



Parte experimental

'1 ml de orina ]

(Acidiﬁcar con 0.5ml de HCI 0.6 N ]

(Mezclar durante 10 seg en vortex)

!

[Adicionar 2 ml de acetato de etilo-diclorometanﬁ

80:20 viv.
!

(Mezclar en vortex durante 1 minutg

| Centrifugar a 2,500 rpm |-y
durante 10 min,
Fase orgéanica | Fase acuosa |

[Evaporar a sequedad ] Reconstituir con 1.5 m! de estanda)  (Desechar |
interno 200 pg/mi de MP.

&gitar e inyectar 25 i al cromatégrafc?]

Fig 3. Diagrama de flujo de la extraccion de Asu y As en orina.
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Tabla |

Diluciones para construir la curva de calibracién de Asu y As en metanol

“'Nivelde | " Nivelde | Volumen Estandar | Volumen
concentracién | concentracién | de solucién interno metanol
de Asu ug/ml | “de As ug/ml_| - estandar | 2000 ug/ml, R.A

20 10 0.5mideB 1mi 10 ml

80 40 1mideB 0.5ml 5mi

200 100 0.5mide A 1 ml 10 ml

400 200 05 mde A 0.5ml 5mi

800 400 imi de A 0.5mi 5mi
Tabla |l

Dlluciones para construir 1a curva de calibracion de Asuy As en orina

“Solucion - - [ Volumen de
o ntra ‘ estanda_r | orina libre de
L Asug/mi | AswAs en onina | farmaco
10 0.5 ml de EO-2 10 ml
40 1 ml de EQO-2 5mi
100 0.5ml de EQ-1 10 m|
200 05 mi de EO-1 5ml
400 1ml de EQ-1 5ml

111.3.0.- Validacién del sistema.

fI1.3.1.- Linealidad.

Se construyen tres curvas de calibracion de 4cido salicillrico y 4cido
salicllico en metanol R.A en un mismo dia, agregando en cada caso el
volumen correspondiente de estandar interno para mantener siempre
constante la concentracion de 200 pg/imli de metilparabeno. Las
concentraciones para Asu son 20, 80, 200, 400, 800 pg/mly de 10, 40, 100,
200, 400 pg/imi para As. En la tabla | se indica las alicuotas y aforos a
realizar para tener estos niveles de concentracion.
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CRITERIO DE ACEPTACION

Sir>099,r > 098 yC.V <2%, entonces el sistema es lineal en el
intervalo de concentraciones manejadas.

I11.3.2.- Precision.

Se determina al analizar por sextuplicado una solucién estandar de
800 ng/ml de dcido salicildrico y de 400 pg/ml de &cido salicllico, ajustada
con 200 pg/ml de estandar interno.

CRITERIO DE ACEPTACION

EIC.V < 2 para que el sistema sea preciso.*®
111.4.0.- Validacién del método analltico.
I1l.4.1.- Linealidad.

Para determinar la relacién que existe entre la cantidad agregada de
analitos y la cantidad recobrada después de la extraccién en orina, se
preparan tres curvas de calibracién con 5 puntos de cantidades diferentes de
Asu y As. Las cantidades de Asu y As agregadas a orinas limpias son 20,
80, 200, 400 y 800 pg para Acido. saliciltrico y de 10, 40, 100, 200 y 400 pg
para 4cido salicllico. En la tabla Il se muestran las diluciones para tener
estas cantidades.

CRITERIO DE ACEPTACION

r>098,r° >096,yC.V < 10 %, para que el método se considere
lineal. ¥

111.4.2.- Precisién del método.

Para evaluar la precision del método analitico bajo las mismas
condiclones de operacién de dia, analista, y equipo. Se determina al analizar
por sextuplicado una solucién estandar con 800 ug/ml de Asu y 400 pg/ml de
As en orina.

CRITERIO DE ACEPTACION

EIC.V <10 % para que el método sea preciso.*¥
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111.4.3 .- Exactitud.

Este parametro se evallia como los porcentajes de recobro de Asu'y
As en orina. Para determinar el porcentaje de recobro en orina construir
cuatro curvas de calibracion de Asu y As, una en metanol R.A y tres en
orina, realizar el proceso de extraccién para las muestras de orina y
determinar su relacién de areas las cuales se interpolan en la curva estandar
de metanol para conocer la concentracion. El porcentaje de recobro de los
analitos se calcula:

% de recobro = Cantidad recuperada del analito X 100
Cantidad adicionada del analito

CRITERIO DE ACEPTACION

Los limites de confianza para la media del porcentaje de recobro debe de
inclulr el valor de 100 %, el valor de t calculada debe ser menor a la t de
tablas y el C.V < 10%.%Y

i11.4.4.- Reproducihilidad.

Para determinar la reproducibilidad del método, anatizar por triplicado
muestras de orinas cargadas con 800 pg de Asu y 400 ug de As, por dos
analistas en dos dias diferentes.

CRITERIO DE ACEPTACION

El mélodo es reproducible si no hay diferenclas significativas en los
parcentajes de recobro obtenidos por analista - analista. y dia- dfa.** al ser
evaluarlos por un ANADEVA de 2 factores.

i11.4.5.~ Limite de deteccién.

Este parametro se determina prepararando soluclones de 10, 8, 4, 2
pg/mi de Asu y de 5, 4, 2, 1 ug/ml de As en orina, se analizan conforme al
método de la seccidn 111.2.1, Una vez analizadas determinar la concentracion
que de la respuesta minima detectada. Para evaluar la repetibllidad de esta

concentracién, se preparan y se analizan tres soluciones de Asu/As en un
dla diferente.
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CRITERIO DE ACEPTACION

La altura de la respuesta de la concentracion minima detectada debe
ser por lo menos 2 veces mas grande que el ruido del sislema
cromatografico.

1i1.4.6.-Especificidad.

La especificidad se evalua con un blanco, que consiste de una mezcla
de orinas libres de farmaco. Tomar 1 mi de arina blanco la cual se fe somete
al proceso de extraccion, se resuspende con estandar interno y se inyecta
para ohtener su cromatograma. También se preparan soluciones estandar
de 4cido salicilirico de 800 ug/ml y 4cido salicilico de 400 pg/m! en orina, se
extraen con el método propuesto y una se resuspende con metanol y otra
con estandar interno para obtener sus cromatogramas. Preparar una
solucién de estandar interno de 200 pg/ml en metanol e inyectar.

CRITERIO DE ACEPTACION

El mélodo es especlfico para Asu, As, y estandar interno, con
respecto a una orina libre de farmaco, si los componentes propios de la
orina blanco después de la extraccién no interfieren con los tiempos de
retencién de los analitos a cuantificar.*¥

1i1.4.7 - Estabilidad de 4cido salicilurico y 4cido saliciiico en orina.

Se determina por ef andlisls de dos muestras de orinas cargadas con
800 ng/m! de Asu y 400 pg/m! de As, almacendas durante 1, 2, y 7 dias bajo
refrigeracion (~10 °C). Calcular fos porcentajes de recobro de las muestras
de orina en hase a una curva de calibracién de Asu y As en metanol
preparada en el mismo dia del analisis de las muestras en estabilidad.

CRITERIO DE ACEPTACION

La media del factor (I) de las muesiras en estabilidad para cada
condicion/tiempo se debe encontrar entre los valores de 98-102 %%
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Resultados y disension

| V.- RESULTADOS
IV.1.- Linealidad del sistema para 4cido écido salicildrico.

La tabla [l muestra los resultados obtenidos en la prueba de
linealidad y en la fig. 4 se tiene |a grafica correspondiente.

Tabla lll

Concentracién } Curva1| Curva2 | Curva3d | Promedio
L ug/mi Ra- | . Ra: i Ras v
20 0.2514 0.2582 0.2597 0.2564

80 1.0026 1.0209 1.0130 1.0122

200 26232 2.6292 2.6404 2.6309

400 5.3024 5.2728 5.1363 5.2372

800 10.6152 | 10.5291 10.5504 10.5649

Numero de determinaciones = 15

Promedio ( Respuesta /concentracién ) = 0.0130
Desviacion estandar = 2.5 X 10 *

C.V gobat =1.9664 %

121
Linealidad del sistema
dcldo sallcllurico L]
10
) 1 -
8
5 8
3 r#0,99998
o 64 r™= 0.09997
S m= 001322
8 b=.0.0278
T 4]
LY
2 -
]
0 v . - T v . y .
0 200 400 600 800
Concentraclion (ug/mi)

Fig 4 Gréfica promedio de tres curvas de calibracion de Asu en metanol.

4]



Resultadoy y discusion

ANALISIS DE RESULTADOS

Para demostrar en forma estadistica que el sistema de Asu es lineal,
se realizd un analisis de variancia, tabla V. En esta tabla se ve que los
valores obtenidos en forma experimental son explicados en su mayor parte
por el modelo de regresidn lineal y= b + mx, y que la falta de ajuste al
modelo no es significativa ya que:

Fregrusién (1076887) > Fublas (467)
F falta de ajuste (08401) < Ftablas (371)

Tabla |V ANADEVA para |a linealidad del sistema en Asu.

‘Fuente de | - 'Suma de - | Grados de.| Cuadrado | F cacuata | - F tabian
" varlacion :| - cuadrados. | libertad- - | ‘medio” | .. e
Regresion 208.28 1 208.27 107688.7 | 4.67
Error 0.02514 13 0.001934
carenclade | 0.00506 3 0.001687 | 0.8401 3,71
ajuste
Error puro | 0.020081 10 0.0020081
Total 208.29948 14

El siguiente cuadro muestran los intervalos de confianza y la pruebat,
para la ordenada al origen y la pendiente de !a recta de regresién.

soinn oo Pendiente tmy) " Ordenada al ongen:(:b)
m =0,0132 =-0,0279

t calculada = 341.4826 t calculada = 1.7489

t de tablas =3.1825 tdetablas = 3.1825

|.C. = 0.0131 a 0.0134 I.C. =-0.078 a0.022

I.C.=intervalo de confianza con n-2 gl, « =0.05

E! sistema para 4cido salicilirico resulté ser lineal en el intervalo de
20-800 pig/mi, ya que r, %, m, y b, cumpli6 con los criterios de aceptacién.,

Coeficiente de correlacién (r)

Como reat > 0.99 se tiene que la relacion entre la. concentracién de
acido salicildrico y la relacion de 4reas es lineal en el intervalo de
concentraciones trabajadas, como se ve en lafig.4.
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Pendiente (m)

Como toarcuada (341.4826 ) > t unss (3.1825), se rechaza Ia hipotesis
nula de que la pendiente de la grafica es cero (m=0), lo que indica que Ia
relacion entre las variables de concentracién y relacion de areas es
directamente proporclional.

Ordenada al origen (b)

Como teaicuada (1.7489)< tianies (3.1825), y el valor de cero esté incluido
en los limites de confianza calculados, no se puede rechazar la hipbtesis
nula (b= 0), por lo que se tiene que el intercepto ohtenido en forma
experimental no difiere significativamente del valor de cero, por lo cual se
considera que la recta de regresion pasa a través del origen.

Todo lo anterior indica que el modelo lineal, es correcto para describir
la relacidn concentracién-relacion de dreas.

IV.2.- Precision del sistema para 4cido salicildrico.

La tabla V muestra los resultados de a precision del &cido salicilirico
en metanol.

. Tabla V
~Concentracion jig/ml. | Relacién de dreas:
800 : ~ 106152
800 -~ 10.5291
800 10.5504
800 10.4911
800 ' 10.5401
800 10.6119

Nimero de determinaciones = 6
Promedio = 10.5563

Desviacion estandar = 0.0487
Coeficlente de variacion = 0.4611 %

ANALISIS DE RESULTADOS

Ya que el C.V < 2.0 % cumple con el criterio de aceptacién para la
precisidn det slstema.
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IV.3.- Linealidad del sistema para 4cido salicllico.

La tabla VI muestra los resultados de la prueba de linealidad del As y
en la fig.5 se muestra Ia grafica correspondiente, observandose la tendencia

lineal entre ta concentracion y la relacion de areas del As.

Tabla Vi

Concentracion | Curva1 | Cuva2 | 3 | Promedjo.
p/ml 4 "Ra - Ra | ey
10 0.1398 0.1421 0.1388

40 0.5530 | 0.5497 0.5463

100 1.3912 1.4019 1.3983

200 2.8170 | 2.7808 2.8080

400 56534 | 56130 5.6496

Nimero de determinaciones = 15

Promedio { Respuesta /concentracion ) = 0.0139
Desviaclon estandar = 2.53 X 10

El C.ngl =1.8153 %

6 Linealidad del sistema
Acldo salicllico

Refacion de dreas
[#]
1

r=0.99996
¥ 0.99091
24 m=0,01428
/ b= -0.02837
1
° T ) T = Y )
0 100 200 300 400

Concentracion (ug/mi)

Fig 5. Gréfica promedio de 3 curvas de calibracion de As en metanol.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Para dernostrar en forma estadistica que el sistema de As es lineal, se
realizo un andlisis de variancia tabla VIl. En esta tabla se ve que los valores
obtenidos en forma experimental son explicados en su mayor parle por el
modelo lineal y= b + mx, y que |1a falla de ajuste al modelo no es significativa
yaque:

quresidn (169629.8) > Fiabias (4.67)
F fatta do ajuste (0.6318) <« Frapts (3.71)

Tabla VI
Fuentede | Sumade |- .grados | Cuadrado| Fcicussa |- Frabias
varlacion: | -cuadrados |.-de libertad | medlo ] ol uges |
Regresién 59.56 1 59.56 1696298 | 4.67
Error 0.0046 13 0.00035
carencia de | 0.00073 3 0.00024 | 0.6318 3.
ajuste
Error puro 0.0038 10 0.000384
Total 59.5628 14

El siguiente cuadro muestra los intervalos de confianza y la prueba t
para la ordenada al origen y la pendiente de la recta de regresion de As,

Sun i Pendiente(m)- ‘Ordenadaalorigen (b} -
m = 0.0143 b =.0,0284

t calculada = 190.4953 t calculada =1.8362

t detablas =3.1825 tdetablas =3.1825

I:.C. = 0.0145a0.0140 [I|.C. =-0.0283 a 0.0284

|.C.= intervalo de confianza con n-2 gl, a =0.05

El sistema para 4cido salicilico resulté ser lineal en el intervalo de 10-
400 pg/ml, ya que r, 7, m, y b, cumpli6 con los criterios de aceptacion.

Coeficiente de correlacion ( r)
Como rea > 0.99 se tiene que la relacidn entre la concentracion de

&cido salicllico y su relacion de &reas es lineal en el intervalo de
concentraciones trabajadas, como se ve en |a fig 5.
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Pendiente (m)

COMO Yeacutnca (190.4953) > t s (3.1825) se rechaza la hipotesis nula
de que la pendiente de la grafica es cero (m=0), esto Indica que la relacion
entre las variables de concentracion y relacion de dreas es diferente de
cero.

Ordenada al origen ()

Como teakuada (1.8362)< tunas (3.1825), y los limites de confianza
calculados incluyen el valor de cero, no se puede rechazar la hipétesis nula
(b=0), ya que el valor obtenido experimentalmente no es significativamente
diferente de cero, por lo que se considera que la recta de regresion pasa por
el arigen.

Todo o anterior indica que el modelo lineal y = b+ mx, es correcto
para describir la relacion de concentracion-relacion de éreas.

IV.4.- Precision del sistema para &cido salicllico.
La tabla VIl muestra los resultados de ia precision del sistema As.

‘ Tabla Vi
Concentracion de As |- Re
400
400
400
400
400
400

Numero de determinaciones = 6
Promedio = 5.6752

Desviacion estandar = 0,0369
Coeficiente de variacion = 0.6501%

ANALISIS DE RESULTADOS

Se tiene que el sistema para 4cido salicilico es preciso ya que el CV <
2.0%.
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IV.5.0.- Validacién del método analltico.

IV.5.1.- Tiempos de retencién del acido salicilurico y acido salicilico.

Utilizando las condiciones cromatograficas sefialadas en la seccion
111.2.2, se tienen los siguientes tiempos de retencién.

Acido saliciltrico (Asu) 5.7 min.
Metil parabeno (MP) 8.6 min.
10.9 min,

Acido salicllico (As)

IV.5.2.- Especificidad del método comparado con un blanco de orina.

A B C

Fig 6. Muestra los cromatogramas de la especificidad del método para
4cldo salicllurico y 4cido salicilico en orina. Tomando como. referencia una

orina blanco.
A) Solucién estandar de Asu, As y MP en metanol.

B) Orina blanco con proceso de extraccién, resuspendida con estandar intermo.
C) Orina cargada con AsulAs, extraidas y resuspendidas con estandar intemo,
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ANALISIS DE RESULTADOS

Se determind que el método es especifico ya que al comparar los
resultados (cromatogramas) de las muestras que contenian solamente Asuy
As contra un blanco de ofina, los componentes enddgenos de la orina no
interfieren con la respuesta de los analitos, como se aprecia en 1a fig 6.

IV.5.3.- Linealidad del método Asu.

La tabla IX muestra los resultados de la prueba de linealidad Asu en
orina, y en la fig.7 1a grafica correspondiente, donde se observa la tendencia
lineal de la cantidad agregada y cantidad recobrada después de la
extraccion.

Tabla IX
‘Cantidad agregada | - Canlidad recobrada de Asu (ng)
ClodeAsufug) ol e T
conhea il Myestra 1) Muestra2 | Muestra 3 | Promedio
20 16.2120 | 158099 | 16,7673 | 16.2631
80 68.5451 67.7862 | 66,2688 | 67.5333
200 177.1274 | 174.9571 | 169.3460 | 173.812
400 324,9636 | 350.4450 | 317.8840 | 331.095
800 | 663,9780 | 647.9178 | 659.9100 | 657.266

Numero de determinaciones = 15
Promedio de recobros = 83.5086%
Desviacion estandar = 2,.9388

El C.V.gaa = 3.5192%

En la tabla X se muestra el andlisis de variancia para los datos de
linealidad del método en Asu. En esta tabla se ve que los valores obtenidos
en forma experimental son explicados por el modelo lineal y = b + mx, y que
lafalta de ajuste al modelo no es significativa ya que:

Frogesisn ~ (11034.3) > Franias (4.67)
F fatta de ajuste (07844) < Fiablas (371)
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Tabla X ANADEVA de la linealidad del método en Asu.

Fuentede | Sumade | Gradosde | Cuadrado | F.calculada | Fuabias
variacion | cuadrados libertad medio - ) aron
Regresion | 798340.50 1 798340.5 11034.3 4.67__
Error 940.5585 13 72.3507‘
C_arencia de| 179.1644 3 59.7215 0.7844 KN4 |
ajuste
Efrorpuro | 761,3941 10 76.1394
Total 799281.06 14
700 Linealidad del método
600 - dcldo sallcllurico
3
QA
™~ 50g-
g
S 400
§ r=0.99988
o 3004 r?=0.09977
B m=0,8189
3 ] b=3,5150
é 100 /
04
—T Y T e T - |
0 200 400 600 800

Cantldad adiclonada (ug)

Fig 7. Gréfica promedio de 3 curvas de calibracién de Asu en orina.
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El cuadro siguiente muestra los intervalos de confianza y la pruebat,
para la ordenada al origen y la pendiente de la recta de regresion.

Pendlente (m) -Ordenada al origen ( b)
m =0.8189 b =-3,5151
Lcalculada = 1156227 t calculada = 1.2059
p_ge tablas = 3.1825 t de tablas = 3.1825
1.C = 0.7964 a 0.8415 I.C. =-5,761a 12.791

1.C. = intervalo de confianza con n-2 gl, @ =0.05
ANALISIS DE RESULTADOS

El método para 4cldo salicilurico fue lineal en el intervalo de 20-800
ug/ml, yaque r, , m, y b, cumplié con los criterios de aceptacion.

Coeficiente de correlacion (r)

Como rekuada > 0.99, se tiene que la cantidad adicionada y la cantidad
recobrada de Asu después de la extraccién tiene un comportamiento lineal
en el intervalo de concentraciones trabajadas, como se ve en la fig 7.

Pendiente (m)

Como Leaiouiada (115.6227) > t s (3.1825), se rechaza la hip6tesis nula
de que la pendiente de la gréfica es cero (m=0), esto indica que hay una
relacion entre la cantidad adicionada y la cantidad recobrada,

Ordenada al origen (b)

COMO t cakuiada (1.2059) < t wapias (3.1825), y los limites de confianza
calculados incluyen el valor de cero, no se puede rechazar la hipétesis nula
(b=0) ya que el Intercepto obtenido en forma experimental (h=3,5757) no es
significativamente diferente de cero; por lo que se considera que la recta
obtenlda pasa por el origen.
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IV.5.4.- Precisién del método en Asu.

La tabla X| muestra los resultados de la precision del Asu en orina.

Tabla XI
Cantidad adicionada canfidad recobrada
de Asu (19) " de Asu(ug)
800 663.9780
800 647.9178
800 659.9100
800 670.3536
800 673.7730
800 655.0195

Numero de determinaciones = 6
Promedio de recobro = 661.8253
Desviacién estandar = 9.6283
Coeficiente de variacién = 1.4548%

Se tiene que el método es preciso porque el CV < 10%
IV.5.5.- Exactitud del método en Asu.
La tabla XIl muestra los porcentajes de recobros de Asu en orina,

Tabla X

- Cantidad - - cantidad : |- Recobro (%) -
adicionada (ug) | recobrada(ug): | i il e
20 16.2120 81.0600
20 15.8099 79.0494
20 16.7673 83.8365
80 68.5451 85.6014
80 67.7862 84.7326
80 66.2688 82.8360
200 177.1274 88.5637
200 174.9571 87.4785
200 169.3460 84.6730
400 324.9636 81.2407
400 350.4450 87.6116
400 317.8840 79.4710
800 663.9780 82,9972
800 647.9178 80.9897
800 659.9100 82.4887
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Numero de determinaciones = 15
Promedio de recobro = 83.5086%
Desviacion estandar = 2.9388
Coeficiente de variacién = 3.5192%

Contraste de hipétesis:

Ho = Recobro = 100 %
Ha =Recabro = 100 %

tealcuiada = (100- 83.5086)(15)" =21.7337  libias (w=005.n1) = 2.1448
2.9388
Intervalos de confianza para el porcentaje recobrado ( 1.C)

I.C (a005,n1) =83.5086 + 1.6275
L«supe(io( =81.8811
L.interir = 85.136

ANALISIS DE RESULTADOS

De acuerdo a los resultados obtenidos de la prueba t e intervalos de
confianza, se tiene que el método no es exacto, ya que 1a teacuiaca (21.7337) >
tubis (2.57) y el valor de 100% no esta incluido en intervalo de confianza
calculado. Lo cual indica que el método sélo es capaz de recobrar en
promedio un 83% de la cantidad total de Asu adicionada, sin embargo el
recobro de extraccién se considera bueno, porque se trabajé con una matriz
hiolégica en donde la variabilidad aumenta.

Ademas el C.V global de los recobros obtenidos es de 1.45% estando
dentro del limite aceptado que es del 10%, por lo que el recobro en cada
extraccion es repetible, ’

IV.5.6.- Reproduclbilidad dei método Asu.

La tabla Xill muestra los resultados obtenidos al efectuar el anélisis de
orinas cargadas con 800 ug de 4cido salicilirico, por dos analistas en dos
dias diferentes y en la tabla XIV se liene el andlisis de varlancia
correspondiente.



Resultados y disension

Tabla Xitt -
Porcentajes de recobro de 4cido saliciltrico en orina.

Dla Analista 1 Analista 2
1 83.0215 83.1060
1 83.7115 82.9015
1 83.5196 83.5763
2 84.4410 84.0712
2 83.7020 83.2560
2 84.2311 83.0136

Tabla XIV ANADEVA de la reproducibilidad del métado en Asu
‘Fuenle de | ‘Sumade | Grados de | Cuadrado | Feaicuada | Fuabss :
cuadrados ‘| - liberad{- smedio “ i b b
0.6084 3484 | 7.571
0.6905 3.954 7.571

-0.1562 0.888 7.57

0.1746

ANALISIS DE RESULTADOS

Con el fin de establecer las fuentes de variacion del método se
efectué el andlisis de variancia por dos vias, en base a este, se tiene que el
método para Asu es reproducible tanto para diferentes dlas como para
analista, ya que no existen diferencias slgnificativas en los recobros
obtenidos de las orinas analizadas como se ve en las F calculadas.

Fanaista  {3.48) < Fuanes(7.51)

Faes  (3.54) < Fuwes(7.51)
Fanafista-dia (0‘85) < F\ablas(7-51)
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Resubiadoy y diseuxion

IV.5.7 - Estabilidad de acido saliciltrico en orina.

En la tahla XV se muestran los resultados de la estabilidad de orinas
cargadas con 800 pg/mi del Asu,

Tabla XV Recobros en estabilidad de Asu {condicidnftiempo)

Inicial 10°C /24 hws | 10°C M8tws | 10°C /8 dlas
82.6315 82.1120 82.8225 78.1854
83.1128 82.9647 82.5310 79.0014

El siguiente cuadro muestra los valores del factor |, el cual se calcula:

Factorl= Recobro en condicién/tiempo X 100

Recobro inicial
. Condiclones. “:'|'10.°C/24:hrs {10 °Cl48 hrs {10 °CiB dias
Factor | 99.37 99.54 94.62
Factor | 99.82 99.30 95.05
Promedio de Fi 99.55 99.42 94.84
ANALISIS DE RESULTADOS

El &cido salicilurico es estable cuando se mantiene en refrigeracion (-
10 °C) durante 24 y 48 horas, ya que el valor promedio del factor |
correspondiente a cada condicién, se encuentra dentro de los limites de
aceptacién que son del 98 -102%. Pero a los 8 dlas de almacenamiento el
Asu deja de ser estable aun en refrigeracion, ya que el valor promedio del
factor | es 94.84 % no encontrandose dentro de los limites de aceptacion.
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Resultados y discusion

IV.6.0.- Validacion del método 4cido salicllico (As)
1IV.6.1.- Linealidad del método As.

La tabla XVI muestra los resultados de la prueba de linealidad del As
en orina, y en la fig 8 la gréfica correspondiente, donde se observa la
tendencia lineal de la canlidad agregada y cantidad recobrada de As
después de |a extraccion.

Tabla XVI
Cantidad de As .| - Canfidad recobrada de As (ug)
adiclonada(ug) | oo
fen il Muestra 4 | Muestra 2 | Muestra 3 | Promedio
10 8.1333 7.9802 8.3098 8.1408
40 31.8001 | 32.4930 | 31.9023 | 32.095%
100 81.1518 | 85.3222 | 82.8672 | 83.1137
200 160.7411 | 169.5204 | 161.0497 | 163.9196
400 332,779 { 331.4046 | 328.0029 | 330.6040

Numero de determinaciones = 15
Promedio de recobros = 81.8845%
Desviacion estandar = 1,7593
EICV globat = 2.1485%

La tabla XVil muestra el andlisis de variancia para los datos de la
linealidad det método en As. En esta tabla se ve que los valores obtenidos
en forma experimental se ajustan al modelo lineat y= b+ mx, ya que:

Frogrosién (35066~8) > Frablas (4.67)
F tata de ajuste (0-3403) < Flapas (3-71)

Tabla XVil ANADEVA para fa finealidad del métod
“Grados 48| Cuadrado |
edio. . 55 |
203601.38 | 35066.8 | 4.67
75.4796 13 5.80612
6.9912 3 2.3304 0.3403 3.7

puro | 684864 | 10| 68488
al | 20367686] 14
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Resultados y discusion

Linealidad del método
dcldosalicllico

r = 099998

Cantidad recuperada (ug)
2
o
_—

160 -4 r? = 0.99996
woj m = 0,82714
» b =.0.47414
50 /
0 v T S T v T r )
0 100 200 300 400

Cantidad adicionada (ug)

Fig 8. Grdfica promedio de 3 curvas de calibracién de As en orina,

Los intervalos de confianza y la prueba t, para la ordenada al origen y
.pendiente de |a recta de regresion se tienen en el cuadro siguiente.

o iePendientel(m). ch | Ordenada alongen (.b)
m =0,8271 b =-0.4741

t calculada = 295.1332 t calculada = -0.8175

t de tablas = 3,1825 t de tablas =3,1825

1.C. =0,8182a 0.8271 1.C. =.2,3067 a 1.363-

1.C.= Intervalo de confianza con n-2 gl, a =0.05
ANALISIS DE RESULTADOS

El método para 4cido salicilico result6 ser lineal en el intervalo de 10-
400 pg/ml, ya que cumplioé con los criterios de aceptacion,
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Resultadus p discusion

Coeficiente de correlacion (r)

Como reacuase > 0.99 se tiene que la cantidad adicionada y la cantidad
recobrada después de la extraccibn es lineal en el intervalo de
concentraciones trabajadas, como se aprecia en la fig 8.

Pendiente (m)

ComO teaicuiada (295.1332) > { s (3.1825), se rechaza la hipotesis nula
de que la pendiente de la gréfica es cero (m=0), esto indica que hay una
relacion diferente a cero entre la cantidad adicionada y la recobrada.

Ordenada aj origen (b)

Como ¢t cacuade (F08175) < t s (3.1825), y los limites de confianza
calculados incluyen el valor de cero, no se puede rechazar la hipétesis nula
(b=0), ya que e} intercepto obtenido en forma experimental (b= -0.4715) no
difiere significativamente de cero; por lo que se considera que la recta
experimental pasa por el origen.

Iv.6.2.- Precision del método en As.

La tabla XVIll muestra los resultados de ia precision del 4cido
salicilico en orina.

Tabla XVill
antidad adicionada Cantidad recobrada -
As g AS(ug) ..
400 332.7790
400 331.4046
400 328.0029
400 324.4128
400 337.6093
400 335.074

Numero de determinaciones = 6
Promedio = 331.5471

Desviacién estandar = 4.7788
Coeficiente de variacion = 1.4414%
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Resultados y discusion

ANALISIS DE RESULTADOS
Se tiene que el método es preciso ya que el CV <10 %.
IV.6.3.- Exactitud del método en As.

La tabla XIX muestra los resultados de la exactitud del método en
4cido salicllico en orina.

Tabla XiX
Cantidad | . Cantidad | Recobro
adicionada (ug) | recobrada (ug) (%)

10 8.1333 81.3360

10 7.9802 79.8015

10 8.3089 83.0897

40 31.8901 79.7253
40 32.4930 81.2324

40 31.9023 79.8075
100 81.1518 81.1518
100 85.3222 85.3229
100 82.8672 82.8671
200 160.7411 80.3705
200 169.5204 84.7602
200 161.4974 80.750
400 332.779 83,1941
400 331.4046 82.8511
400 328.0029 82.007

Nimero de determinaciones = 15
Promedio de recobro = 81.8845
Desviaclén estédndar = 1.759
Coeficiente de variacion = 2.1485%
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Resultados y discusion

Contraste de hipétesis

Ho = Recobro = 100 %
Ha = Recobro # 100 %

tcalculada = (1 00 - 81 .8845)(15 )”2 = 39.8755 tmmas (=005 n-1) = 2.1448
1.759

Intervalos de confianza del porcentaje recobrado (1.C)

1.C (4= 005.n1)= 81.8845% 0.9721
L.gupqn'or = 82-8845
L.inferior = 80912

ANALISIS DE RESULTADOS

Conforme a los resultados obtenidos en la prueba t e intervalos de
confianza, se tiene que el método no es exacto, ya que la taicuads (39.8755) >
tmbias (2.14) y €l valor de 100% no esta incluido en intervalo de confianza
calculado. Lo cual Indlca que el método sélo recobra en promedio 81.88%
de la cantidad total de As adicionada, sin embargo el recobro de extraceién
se considera bueno, ya que se trabajé en fluido biolégico en el cual la
variacién aumenta. Ademads el C.V de los recobros obtenidos es de 2.14%
estando dentro del limite aceptado que es de 10%, por lo que el recobro en
cada extraccion es repelible,

IV.6.4 .- Reproducibilidad del método As.
La tabla XX muestra los resultados obtenidos al efectuar el analisis de

orinas cargadas con 400 g de &cido salicllico, por dos analistas en dos dias
diferentes y en la tabla XXI se tiene el anélisis de variancia correspondiente.
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Resuhadoy y disension

Tabla XX
Porcentajes de recobro de acido sahcihco en orina

Dia~ CAnalistal - |70 Analista 2
1 81.3659 79.5030
1 84,9130 81.7010
1 81.4263 82.6370
2 83.9467 82.1097
2 82,6201 80.1919
2 83.1127 : 83.3317

Tabla XXI ANADEVA de la reproducibilidad del método en As
Fuente de .| Sumade Grados de Cuadrado F Calctlada
variacion | cuadrados'| libertad | medio | .

- Analista 5.0835 1 5.0835 2 090

< Dia 1.1232 1 1.1232 0.461
“Analista-dia| 5.6 X 10 1 5.6 X107

2o Errer i 19,4611 8 2.4326
CeiiTotalb ol 25,6653 11

ANALISIS DE RESULTADOS

Con el fin de establecer las fuentes de variacion del método se
efectud et andlisis de variancia por dos vias, en base a esle, se tiene que el
método para As es reproducible tanto en dias como en analistas, ya que no
se encontro diferencias significativas en los recobros de las orinas
trabajadas, como se ve en las F calculadas.

Fenaista  (2.08) < Fiapias(7.51)
Fias (0.46) < Fupias(7.51)
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Resulindos y discusion

IV.6.5.- Estabilidad de Acido salicllico en orina.

La tabla XX!i muestra los resultados de estabilidad de muestras de
orina cargadas con 800 ug/mi de As.

Tabla XX!| Recobros de estabilidad de As dada en (condicion/tiempo)

- Inicial .1:10°C/24trs ‘| 10°C/48hrs | 10°C /8 dlas,
82.5210 82.0753 82,1342 80.5293
83,3015 82.3420 82.0027 80.1740

El siguiente cuadro muestra los valores del factor |, el cual se calcula
como,

Factor| = Recobro en condicionftiempo X 100

Recobro inicial
iCondiciones  1:109C /24 hrs | 10.°C/ 48 hrs {10.°C/8 dlas:
Factor | 99,46 99.53 97.58
Factor | 98.85 98.44 96.25
Promedio de F| 99.15 98.98 96,92
ANALISIS DE RESULTADOS

El &cido salicllico es estable cuando se mantiene en refrigeracion a -
10 °C durante 24 y 48 horas, ya que el valor promedio del factor | a esos
tiempos se encuentra dentro de los limites de 98-102%, que son los
aceplados. Pero a los 8 dias de almacenamiento las muestras de As dejan
de ser eslables, ya que el valor promedio del factor | es de 96.92% no
encontrandose dentro del intervalo de aceptacion.
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Resultados y discusion

IV.7.0.- Limite de deteccion para 4cido salicilirico y 4cido salicilico.

La minima concentracién que se puede determinar de acido
salicilirico es de 8 pg/ml y 4 ug/m! de Acido salicllico, dado que da una
respuesta aproximada de 2 veces mas grande que el ruido cromatografico.
En la fig 9 se muestra el cromatograma correspondiente.

Fig 9. Cromatograma de una muestra de orina cargada con 8 pg/mi de
4cido salicilurico y 4ug/mi de 4cido salicllico.

A) Acido salicilirico B) Estandar intemo C) Acido salicitico
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Conclusiones

V.0.- CONCLUSIONES

El método analitico implementado en el laboratorio para determinar
Acldo saliclltrico y 4cido salicilico en orina por cromatograffa de liquidos de
alta resolucion es adecuado ya que cumplié con los criterios de valldacion,

El método fue especifico, lineal, repetible, y reproducible, de esta
forma se demostré la confiabilidad del método analitico para cuantificar dos
productos de biotransformacion de aspirina en orina.

El método para Acido salicilirico y 4acido salicilico resulto ser
especifico ya que los cromatogramas de blancos de orina no interfieren con
ningun pico de los analitos a cuantificar.

El método resulto ser lineal en el intervalo de concentraciones de 20-
800 pg/m! para &cido salicildrico y de 10-400 ug/ml para &cido salicilico,
este Intervalo se propuso porque son las concentraciones que se esperan al
efectuar el estudio de bioequivalencia del dcido acetilsalicllico,

El porcentaje de recobro de los dos analitos después de fa extraccion
es en promedio de B82-83 % siendo este repetible en cada exiraccion.

Las ventajas que presenté el métado Implementado son:

Es sencilio y répido ya que no requlere de un tratamiento complicado
de muestras lo que lo hace adecuado para un estudio de bioequivalencia.

Con respecto a otros métodos analiticos reportados vemos que el
volumen de disolvente para extraer a los analitos es de 2 ml y la fase movil
empleada evita el uso de sales y de acetonitriio.
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