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0. RESUMEN

Un método basado en cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) altamente
sensiblc y especifico fuc desarrollado para la determinacién de Diclofenaco en plasma
humano. En virtud de la sencillez del tratamicnto dec la muecstra no fue necesario cl emplco
de un estandar interno. La muestra fue sometida iniciaimente a una precipitacién selectiva
con acectonitrilo para remover proteinas, enseguida, sc¢ cvapora la muestra y luego se
reconstituye. Posteriormente se analiza en un sistema cromatogrifico quec incluyc un
sistema dec limpicza en linca en una guarda columna X Terra C18 (5um de tamaiio de¢
particula y de 25*3.9 mm), previo a su ingreso en la columna analitica X Terra RP 8 (S5um
dc tamaiio de particula y de 150 *3.9 mm). Sc emplcéd un sistema de deteccién UV a 280
nm. Finalmente, se determinaron algunos parametros dc validacion que mostraron que el
método cs lineal, exacto y preciso.

1. INTRODUCCION
1.1. Retrospectiva (1 —-4)

El primer uso de medicamentos del que sc tienc registro ocurrié hace
aproximadamente 4000 ainos, cn las culturas babilénica, asiria y cgipcia. Documentos de
csos tiempos mencionan un gran numero de sustancias, algunas farmacoldgicamente
activas y otras inertes. La administraciéon de éstos medicamentos fue a menudo acompainada
dc rituales, indicando que la magia y lo sobrenatural jugaron un papel importante en cl
desarrollo del concepto de las enfermedades y sus respectivos tratamientos. La preparacion
dc tales remedios y el control de su uso estuvo gencralmente en manos de los sacerdotces,
quiencs sirvicron como exorcistas, adivinos, curandcros y ademas funcionaron como
agencia reguladora del uso de los medicamentos. En la Grecia antigua y durante ¢l imperio
romano, la responsabilidad de la manufactura de los medicamentos y 1a regulacién de su
uso permanecié atn en manos de los médicos, aunque algunas veces distribuidores les
suministraron medicamentos ya preparados. Esta situacién imperé durantc un periodo de
ticmpo bastantc amplio lo que provocd que se tuvicran una gran cantidad de dificultades
relacionadas con cl suministro y fabricacion de mcdicamentos, tales problemas, alcanzaron
dimensiones catastroficas en la década de los 60's, cuando ocurrié ¢l incidente de la
talidomida. Se demostré la teratogenicidad de dicho medicamento promovido para scr
usado cn el primer trimestre del embarazo. También En 1960 se informé sobre 1a ineficacia
del medicamento dicumarol en un grupo de pacientes, investigaciones posteriores revelaron
quc dicha situacién sc debié a que se aumentd la cantidad de excipientes en la formulacién
para favorecer que la tableta pudiera desintegrarse facilmente, esto disminuyé la liberacion
del farmaco. En 1963 sc reportd que al sustituir una marca por otra del medicamento
prednisona, ¢l nuevo producto no dio la eficacia esperada en pacicntes con artritis. En 1968
cl cambio dec sulfato de calcio por lactosa como cxcipiente en las tabletas de fenitoina
provocd una mayor absorciéon lo que también aumentd la incidencia dec¢ cfectos
sccundarios.

Estos casos condujeron a que organismos gubemamentales compcetentes en el
ambito de la salud (particularmente la FDA. Food and Drug Administration en los Estados
Unidos) requiricran, por un lado que se comenzaran a implementar estudios de toxicidad en
animales (cstudios preclinicos) y posteriormente en humanos (estudios clinicos) asi como la



aprobacién de una solicitud de firmaco nuevo (New Drug Application, NDA) antes dc que
¢l medicamento pudiera ser comercializado. Por otra parte, en el caso de dos productos que
contienen el mismo principio activo en 1a misma dosis y en la misma forma farmacéutica,
la necesidad de demostrar la ausencia de una diferencia significativa en la velocidad y la
medida en que cl ingrediente activo o la fraccién activa sc hace disponiblc en el sitio de
accién farmacolégico, dio lugar a los cstudios de bioequivalencia, ademas del
requerimiento de aprobacién de la solicitud ANDA (abbreviated new drug application).
También se requieren de estudios de bioequivalencia cuando el medicamento innovador se
reformula en cuyo caso, también se requiere un suplemento de NDA.

Ante csta perspectiva, ¢l desarrollo de métodos analiticos se torna fundamental,
porque finalmente son la herramienta principal mediante la cual se determina si un
medicamento ¢s scguro y cficaz o en su caso terapéuticamente cquivalente a otro.

Hasta hace unos aiios, el desarrollo de métodos analiticos para cuantificar fairmacos
cn Nuidos biologicos sc aplicaba sélo a la medicina forense, pero en la actualidad las
aplicaciones han crecido y se pueden cncontrar en estudios de sobredosis, monitorco cn
estudios clinicos y sobre todo ¢n el desarrollo de nucvos farmacos desde que es una nueva
cntidad quimica hasta quc finalmente se comercializa.

Dc una manera sencilla, ¢l analisis de farmacos consiste en presentar la mucstra ante
un dispositivo medidor, cl cual postcriormente arrojara las respucstas "que es” y “cuanto
es". Sin ecmbargo, un fluido biolégico no es una mezcla simple, sino una mezcla muy
complgja de lipidos, carbohidratos, proteinas, y otros componentes que pucden intcractuar
entre si, interfiriendo con la determinacién del analito, por ejemplo, elevando la respuesta,
enmascarindola, o alterando sus niveles debido a una degradacién (factores de pH,
enzimas).

Indudablemente, la técnica de andlisis de mayor aceptacién para analizar farmacos
en fluidos bioldgicos es ia cromatografia, csto cs por sus caractcristicas cuantitativas y
cualitativas. Dentro de la cromatografia, uno de los métodos mas utilizados cs la
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién o CLAR. (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography).

En este trabajo sc presenta el desarrollo de un método analitico mediante
cromatografia de liquidos dc alta resolucién, sencillo y cspecifico para la determinacién
rapida de Diclofenaco sédico cn plasma humano.

1.2. Objctivos

Establecer las condiciones experimentales que permitan cuantificar Diclofenaco
sddico en plasma humano mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR),
de tal manera que la aplicacion cventual del método desarrollado en un estudio de
bioequivalencia sea factible.



2. FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1. Monografia dc: Firmaco (5—-7)
2.1.1. Descripcién

2. 1.1.1.Nombre

— WNombre genérico: Diclofenaco sédico.

~ Nombres quimicos: Sal monosdédica del 2-[(2,6-Diclorofenil) - ‘aminolicido
bencenacético, Sal monosddica del [0-(2,6-dicloroanilino) fenil] dacido acético. y [o-
[(2,6-diclorofenil)amino]fenil] acetato de sodio.

— Nombres comerciales: Diclofenac. Voltaren, Voltarol.

2.1.1.2. Formula y Peso molecular

CH2COON=

Ci Cl

La térmula condensada del Diclofenaco es CiaH10Cl2NO2Na. Su peso molecular es 318.13
g/ mol

2.1.1.3. Apariencia

Polvo eristalino blanco opaco, inodoro y ligeramente higroscoépico.

2.1 Pr

2.1.2.1. Absorcion Ultravioleta

v
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En la figura 1, sc muestra ¢l espectro ultravioleta del Diclofenaco sédico en dos
disolventes, metanol (/) y buffer de fosfatos pli = 7.2 (ié).




Sc puede observar la caracteristica de absorcién del grupo aromiitico. Las longitudes de
onda de maxima absorcién son 283 y 276 nm en metanol y en buffer respectivamentce.
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Figura 1. Espectro de Absorcidn al UV del Diclofenaco sédico.

2.1.2.2.Solubilidad

Los cquilibrios dc solubilidad llevados a cabo cn diversos solventes a tcmperatura
ambiente se muestran en la tabla 1. ‘

DISOLVENTE SOLUBILIDAD (mg. / mlL)
Mectanol > 24

Agua desionizada (pH = 5.2) >9

Acctona B [

Buffcr de fosfatos pH = 7.2 6

Acclonitrilo <1
Ciclohcxano <1

Acido clorhidrico pH = 1.1 T T T <1 -

‘Tabla 1. Solubilidad dcl Diclofenaco Sédico.




2.1.2.3.Punto de Ebullicién, Const, de Acidez y Coeficiente de particion

El punto de fusién se encuentra entre 283° y 285 ° C.
pKa =4 (en agua).
Coeficiente de particion = 13.4 (en n-octanol / buffer).

2.1.3. Farmacologia
2.1.3.1.Farmacocinética

El Diclofenaco sédico se absorbe completamente desde el tracto gastrointestinal
después de una administracion oral. Tiene un tiempo de vida media de | a 2 horas
aproximadamente con concentraciones plasmaticas medias de 1.5 mcg / mL con dosis
simples de 50 mg. Esto ¢s con un tiempo maximo de 2 horas.

Después de 2-4 horas dc alcanzar la Concentracion Plasmatica Maxima (Cpauax), se
almacena en liquido sinovial, en donde tienc un tiempo de vida media de 3-6 horas.

Sufre un metabolismo primario en ¢l higado de cerca del 50% de la dosis ingerida.
Adcmas se unc ampliamente a protecinas plasmaticas (99%), principalmente a la albamina
sérica humana (94%).

Sus productos metabdélicos son principalmente el de hidroxilacién que es ¢l derivado
*4-hidroxidiclofenaco" y después ¢l de conjugacion con el dcido glucorénico.

En cuanto a su excrecidn, la excrecion renal es cerca del 60%, después la excrecion
biliar con 35%, ambas como metabolitos y por ultimo la excrecién inalterada del
compuesto con un 5%.

2.1.3.2. Farmacodindamica

El Diclofenaco Sdédico, es un potente agente antiinflamatorio, analgésico,
antipirético y antirrcumadtico, utilizado freccuentemente en el tratamiento de la artritis
rcumatoide.

La aplicacién antiinflamatoria, se ejerce gracias a que inhibe la accién de la enzima
Ciclooxigenasa, 1a cual se encarga de convertir el icido araquiddnico en prostaglandinas.

Las Prostaglandinas que resultan mas inhibidas son la PGE-2 (50%), 1a PGF (30%),
y ¢l Tromboxano TXB-1 (60%), ademas de reducir las concentraciones intracclulares de
araquidonato libre.

Otra propiedad importante del Diclofenaco Sédico es que inhibe parcialmente la
agregacidén plaquetaria.

2.1.4. Toxicologia

El Diclofenaco produce efectos adversos cn 20% de los pacientes y en promedio,
2% de cllos interrumpen su uso como consecuencia de dicha situacién. Los efectos en vias
gastrointestinales son los mads habituales; se han observado hemorragia, tdlccra o
perforacion de Ia pared intestinal. En el 15% dec los enfermos, hay incremento de tas
actividades de aminotransferasa hepitica en plasma; aunque casi siecmpre cl incremento cs
moderado, las cifras pueden ser de mas de tres tantos €n un porcentaje pequciio de
pacicntes, a mcnudo los que reciben el fArmaco para combatir la osteoartritis. Los



incrementos de la cifra de aminotransferasa suclen ser reversibles y sélo en contadas
ocasiones se acompaiian de manifestaciones clinicas de hepatopatia. En las primeras ocho
semanas de proporcionar Diclofenaco, se tienen que evaluar las actividades de la
aminotransferasa e interrumpir el uso del farmaco si persisten cifras anormales o si surgen
nuevos signos o sintomas.

Otras respuestas adversas a él incluyen efectos en el sistema nervioso central (SNC),
crupciones cutaneas, reacciones alérgicas, retencion de liquidos y edema y en ocasiones
frecuentes, trastornos de !a funcién renal. No se recomienda usarlo en nifios ni en mujeres
quec amamantan o cmbarazadas.



2.2. Generalidades sobre Biodi ibilidad y Bioequivalencia (4, 8, 9)

Ya en el siglo VI a. C., Theophrastus observé que la calidad dc las sustancias dec
origen vegetal, empleadas con fines medicinales, cstaban en relacién con el origen
geografico, variedad, edad y parte de la planta utilizada como remedio.

" No obstante, a principios del siglo XIX, el concepto de calidad de un medicamento
se limitaba a la identificacién fisico quimica de algunas sustancias.

En 1938, a raiz dc la muerte de varias personas debida al empleo de dietilenglicol
como disolvente para un medicamento de sulfanilamida, se generé en EUA  la primcra
lcgislacién especifica sobre seguridad de medicamentos. Aiios después, otro grave
problema, derivado del uso de la talidomida, obligd a la revisién y establecimiento de una
nueva legislacién respecto a la seguridad y cficacia de los medicamentos.

Actualmente, s¢ han cstablecido cuatro criterios de calidad que debe cumplir todo
medicamento: identificacion del principio activo, cuantificacion del mismo, pureza de los
componentes y seguridad del medicamento; todo lo anterior garantizado durante cl periodo
itil o fecha de caducidad de los mismos.

Adcmas, debido al gran avance en las disciplinas farmacéuticas aplicadas para cl
Sptimo cuidado de la salud, el objetivo es que todo medicamento, durante su periodo util
conserve su calidad biofarmacéutica, es decir, que sea un medicamento scguro, cficaz y con
una biodisponibilidad adecuada, dc acuerdo con su accién farmacolégica.

Durante aiios anteriores a la década de los 60, pcro particularmente durante ésta, sc
obscrvaron variacioncs en la respuesta clinica a un mismo farmaco, cuando se
administraba a través de medicamentos provenientes de dos o mas fabricantes distintos. En
cl inicio dc la década de los 70, éste fendmeno de bioinequivalencia clinica fue reconocido
por compendios y agencias reguladoras en EUA. En 1977 y después en 1981, sc publicaron
en ¢l Federal Register de EUA los requerimientos de biodisponibilidad y bioequivalencia
para medicamentos. Legislaciones semejantes cxisten a la fecha en Canada, Francia,
Holanda, Bélgica y otros paiscs. En México, ¢sta legislacién ya existe y es 1a Norma Oficial
Mexicana NOM-177-SSA-1997.

La biodisponibilidad se define como la velocidad y la medida en que se absorbe cl
ingredicnte activo o 1a fraccidén activa de un farmaco y sc hace disponible cn el sitio de
acciéon. Para los productos farmacéuticos no destinados a ser absorbidos en la corriente
sanguinea, se¢ pucde evaluar la biodisponibilidad por mcdio de mediciones indicadas para
reflejar la velocidad y la medida en que el ingrediente activo o l1a fraccién activa sc hacc
disponible en ¢l sitio de accién. Esta definicion enfoca los procesos por los cuales se liberan
los ingredientes activos o las fracciones activas de una formulacién farmacéutica oral y sc
desplazan al sitio dc accidén,

Desde una perspectiva farmacocinética, los datos de biodisponibilidad para una
formulacién dada, proveen un calculo de la fraccidon relativa de la dosis administrada
oralmente absorbida en la circulaciéon sistémica cuando sc¢ comparan con los datos dc
biodisponibilidad para una formulacién farmacéutica en solucidn intravenosa y ademiis, los
cstudios de biodisponibilidad proveen otra informacién farmacocinética (til en relacion con
la distribucidn, la climinacién, los cfectos de los nutricntes en la absorcion del fiarmaco, la
proporcionalidad de la dosis, la lincalidad farmacocinética de las fracciones activas y donde
corresponda, las fracciones inactivas. Los datos dc biodisponibilidad también pueden
proveer informacion indirecta acerca de las propiedades del fiimmaco antes de entrar en la




circulacién sistémica, tal como la permeabilidad y la influencia de enzimas y/o
transportadores presistémicos. Cuando el concepto de biodisponibilidad se aplica a la
concepcién y desarrollo de nuevos farmacos y medicamentos, permite utna rigurosa
seleccién del farmaco, su forma farmacéutica y via de administracion, para resolver del
mejor modo los problemas terapéuticos, en otras palabras llegar a optimizar la
farmacoterapia.

Otro aspecto importante rclacionado al concepto dc biodisponibilidad c¢s ¢l de
bioequivalencia, el cual sc¢ deriva de lo siguiente: cn general, se acepta que la respuesta de
los pacientes a un medicamento pucde ser variable. Esta variabilidad depende de factores
tales como la gravedad de la enfermedad y de la rapidez con que sc metaboliza y excreta ¢l
firmaco, asi como de otros factores farmacocinéticos. Sin cmbargo, una fuentc importante
y a menudo inadvertida de variacién cs la biodisponibilidad del farmaco cen la forma
medicamentosa usada, es decir, la rapidez y la magnitud dec su absorcién. Toda variabilidad
inadvertida de la absorcién del farmaco, puede tener graves consccucncias clinicas. Las
diferencias de absorcién de los ingredientes medicinales de los productos farmacéuticos
procedentes de fuentes o lotes de produccion diferentes o preparados en distintas formas
medicamentosas también pueden dar lugar a quc el paciente reciba una medicacién
excesiva o insuficiente. El rcsultado pucde ser un fracaso terapéutico o la aparicidon de
cfectos adversos graves, especialmente si se trata de miedicamentos con corrclacién muy
estrecha entre la intensidad del efecto  y la concentracion cen el plasma y un indice
terapéutico bajo.

Asi el término “bioequivalente™ es aplicado a aquellos cquivalentes quimicos o
farmacéuticos (medicamentos genéricos), que presentan una biodisponibilidad comparable
cuando sc administran a los mismos individuos, bajo ¢l mismo régimen de dosificacion.

Las definiciones de biodisponibilidad y bioequivalencia, expresadas en términos de
velocidad ¥y medida de absorcién del ingrediente activo o la fraccidn activa en el sitio de
accidn, enfatizan el uso de medidas farmacocinéticas en una matriz bioldgica accesible
como la sangre, el plasma y/o el suero para indicar la liberacién de la sustancia
farmacolégica del medicamento en la circulacion sistémica,. Este cnfoque s¢ apoya en el
entendimiento de que por lo general no ¢s posible medir la fraccion activa o el ingredicente
activo en el sitio de accién y ademas, que existe cicerta relacién entre la cficacia / inocuidad
y la concentracién de la fraccidn activa y/o su metabolito o metabolitos importantes ¢n 1a
circulacién sistémica.

Para medir la biodisponibilidad del producto y cstablecer ia bioequivalencia, se
podra considerar la confianza dec las mediciones farmacocinéticas como un bioensayo quc
cvaliia la liberacién de la sustancia farmacoldzgica del medicamento en la circulacidén
sistémica. Un estudio tipico sc realiza mediante un cstudio de disciio cruzado. En cste tipo
de estudio, se supone quc la climinacion, cl volumen de distribucién y la absorciéon, segun
lo determinado por variables fisiolégicas (p.cjem., vaciado gastrico, movilidad, pH) ticnen
mcnos variabilidad entrc ocasiones, cn comparacién con la variabilidad que resulta del
desempeiio de la formulacién. Por lo tantq, se pucde determinar diferencias cntre los dos
productos debido a factores de formulacion.



2.3. Generalidades sobre Cromatografia (10 — 21)

Pocos métodos aplicados al analisis quimico, son rcalmente especificos para un analito
cn particular y se torna mas complicado cuando cl analito dc interés tiene que ser scparado
de una matriz compleja. Una de las herramientas mas poderosas y titiles en éste tipo de
casos cs la cromatografia. La cromatografia sc define como un método fisico de separacién
en ¢l que los componentes a separar se distribuyen en dos fases, una de las cuales
constituyc un lecho estacionario, y la otra un fluido quc pasa a través o a lo largo del lecho
estacionario (fasec moévil).

La palabra cromatografia (**kromatos™, color y “graphos™, cscrito) fue utilizada por vez
primiera por ¢l botinico ruso M. Tswett en 1906 para designar una técnica empleada por él
para scparar pigmentos vegetales; hizo pasar por una columna de vidrio, rellena de
carbonato citlcico, un extracto de hojas verdes cn éter de petréleo, adicionando
posteriormente el disolvente puro por la parte superior de la columna obtuvo una seric de
bLandas horizontales diversamente coloreadas, debido a la diferencia de adsorcién por el
carbonato cidlcico de los colorantes de la planta. Actualinente se sabe que la separaciéon no
esti condicionada por ¢l color, sin embargo, se siguc utilizando ¢l nombre de cromatografia
por motivos historicos. En la separaciéon de pigmentos realizada por Tswett, la fase
cslacionaria es ¢l relleno de carbonato cilcico, el éter de petréleco es la fase movil y los
pigmentos los componentes a separar que sc encucntran sometidos a dos fucrzas contrarias:
cl disolvente tiende a arrastrar a los componentcs hacia la salida de la columna y el
carbonato calcico, adsorbiéndolos, tiende a rctencerlos; como cstos cfectos son de diferente
intensidad para los distintos pigmentos, el resultado es que se desplazan a distinta velocidad
por la columna, pudiendo llegar a scpararse.

En la Tabla 2, se presentan los cuatro principios de separacion en la técnica de
cromatografia de liquidos, cada principio sc presenta de acucrdo al fenédmeno que propicie
lIa retencion de las moléculas cn la fase estacionaria.

Principio de 1a
separacion

Tipo de

Cromatografia Fase Movil Fase Estacionaria

Cromatografia de

Liquido / liquido Liquido Liquido particién

Cromatografia de
adsorcion

Cromatografia de

1 Solido / liguido Liquido Sdélido 2
exclusién molecular

Cromatografia de
intercambio iénico

Tabla 2. Clasifi i6n dc los principios de¢ aficos.




2.3.1. Pard tros Cr priaficos

®  Distribucioén del analito entre las fases:

La distribucién del analito entre las fases puede ser descrita de una manera muy
simple. Un analito estd en cquilibrio entre las dos fases:

A mavil <~ A

estacionaria

La constante de equilibrio, K, 6 coeficientc de particion, se define como Ia
concentracién molar del analito en la fase cstacionaria dividida entre la concentracién
molar del analito en la fasc movil.

El tiempo que transcurre desde la inyeccion de la muestra hasta que se obticne l1a
maxima altura del pico que corresponde al analito cuando es detectado al final de la
columna es ¢l denominado “Tiempo de Retencion™ (ER) y por consiguiente, ¢l volumen de
fase moévil neccsario para cluir el centro de esa banda cromatografica se denomina
“Volumen de Retencién™ (VR). Idealmente, cada analito en una muestra tendra un tiempo
de retencion diferente. El tiempo que se requicre para que la fase moévil pase a través de la
columna sc denomina “Tiempo Muerto™ (t0). Se determina indirectamente considerando cl
ticmpo que tarda en cluir un compuesto no retenido por cl sistema cromatogrifico. El
volumen quce la fase movil ocupa en la columna se denomina “Volumen Muerto™ (Vo).

VRS IR

Voaolo

ni
\

VOLUMEN O TIEMPO

RESPUESTA

Figura 2. Se muestra de mancra icael

pto de tiempo de ¢ i6n y tiempo muecrto.



El" término llamado “Factor de Retencién o Factor de Capacidad2 (k%), es
frecuentemente utilizado para describir la relacidn entre la cantidad de sustancia en la fase
estacionaria y la fase moévil. Esta relacionado con ¢l coeficiente de particién del solutoy a
diferencia del tiempo de retencidn, ¢s un parametro quc no s¢ ve influido por cambios en la
velocidad de flujo o en ¢l tamafio de la columna. Se calcula de la siguiente manera:

tr ¥ to se obtienen facilmente de un cromatograma. Un valor ideal para k® se encuentra entre
1 y 20. Cuando cl factor dec capacidad de un analito es menor a uno, significa que su elucion

©s tan rdpida que la determinacion exacta de estc parametro ¢s muy dificil; en cambio altos .-

factores dec capacxdad (supcnores a 20) lmphcan que la elucién toma un tiempo muy largo,
y por consecuencia se corre ¢l ricsgo de tener picos demasiado anchos en su base y dificiles
de detectar, ademas de tencr tiempos de corrida demasiado prolongados.

También se define la “Selecuudad o Factor de Scpamcnon" (o). la cual dcscrlbc la
scparacion de dos especies A y B:

Si el valor de « es 1, las dos especies no sc resuclven, si a > 1 indica que los dos
picos estan resueltos.

* Aancho de Pico y Eficiencia de la Columna.

Para obtener separaciones optimas, es fundamental lograr picos cromatogrificos
agudos y simétricos. Esto significa que ¢l ancho de la banda cromatogrifica debe ser lo mas
angosta posible. De esto se deriva que sea importante medir la eficiencia de la columna.
Idecalmente, los picos cromatograficos presentan un comportamicnto similar a una campana
de Gauss, pero en la practica, la mayoria de los picos presentan alguna desviacion a este
comportamiento, siendo una de las mas comunes lo que se denomina como **Coleo™ (T)
Hay que puntualizar que cuando ¢l ancho de la base del pico aumenta, indica que masdec un
mecanismo de retencidn se esta presentando, lo cual no es deseable. Al igual que otros
parametros cromatogrificos, existen diversas manecras de calcular la simetria de un pico y
cuando cl colco es minimo, las diferencias en los resultados son casi imperceptibles.

= Modelo Cromatogrifico del Plato Teorico.
El modclo del plato teérico, réprcscnmdo cn la figura 3, suponc que la columna

cromatogrifica, consiste dc un niimero dc capas scparadas. llamadas platos tcoéricos. En
cstos *‘platos”™ ocurren cquilibrios independientes de la muestra entre la fasc estacionaria y



la fase mévil. El analito se mueve a través de la columna debido a equilibrios de
transferencia entre la fase mévil y el préximo plato.

- COLUMNA >

f

PLATO
TEORICO

Figura 3. Repi i qQ ica del plato tedrico.

Es importante remarcar que los platos tedricos realmente no existen, sélo son una
invenciéon humana que ayuda a comprender ¢l proceso mediante cl cual una columna
realiza su funcién de separacién. También sirven como una medida de la eficiencia de la
columna, mediante el conocimiento de la cantidad de platos teéricos que posee. El nimero
de platos tedricos es representado por la letra N. y evidentemente cs deseable un mayor
nameros de platos tedricos ya que la separacion ¢s mas eficiente.

También se define la “Altura Equivalente del Plato Teérico o HEPT™” (H). a medida
que este pardmetro es mds pequeilo, existe un mayor numecro de platos tcoricos en la
columna. Si la longitud de la columna es L, entonces la altura equivalente del plato teérico

es:
L
H =
N i
El nimero de platos tedricos de una columna puede ser calculado mediante diversas
expresiones matemiticas, sin embargo . la_siguiente expresion evita el riesgo asociado al
momento de dibujar las tangentes para la determinacion del ancho en la base del pico:
- t
N=554 "

Donde W2 es la distancia que se mide entre las lincas del pico a una altura del 50% del
maximo. :

Como se puede deducir de la explicacion anterior, ¢l desempeiio de las columnas
estd directamente relacionado con el nimero de platos tedricos. es decir entre menor sea la
altura del plato teérico, mayor serd ¢l numero de cllos y por lo wnto la eficiencia sera
mayor.



® ' Teoria de las Velocidades de la Cr grafia 3 E i6n de Van Deemter:

Una descripcién mas real del proceso de scparacién dentro de la columna, considera
el tiempo tomado por el analito en los equilibrios que tienc cntre ia fase estacionaria y la
fasc mévil. La forma de la banda que resulta de un pico cromatografico es afectada por la
velocidad de elucién. También es afectada por las distinias rutas disponibles por las cualcs
las moléculas de soluto pueden desplazarse dentro y entre las particulas que conforman la
fasc estacionaria.

Si consideramos los distintos mecanismos que contribuyen al ensanchamiento de la
banda cromatogrifica, necesariamente llegamos a la ccuaciéon de Van Deemter quc sc
reficre a la altura del plato teérico (H):

H=A+ B+Cu
n

Donde “u™ es la velocidad linecal promedio de la fase mévil. “A, B y C” son factores quec
contribuyen al ensanchamiento de la banda:

A.  Difusion de remolino:

La fase movil se desplaza a través de la columina, la cual esta empacada con la
fase estacionaria. L.as moléculas de soluto tomaran distintas trayectorias (de manera
aleatoria) a través de la fasc estacionaria. Esto tienc como consecuencia que la
banda se ensanche debido a que las distintas trayectorias son de diferente longitud.
Este parametro esta directamente relacionado con el tamano de fas particulas, la
geometria y lo compacto del empaque dc la fasc cstacionaria.

B. Difusion Longitudinal:

La concentracién del analito es menor al final de la banda que en el centro y csto
se debe a que las moléculas del analito tienden a migrar desde la porciéon central
concentrada de la banda a las regiones mas diluidas a ambos lados de clla. Este
fenémeno ocurre tanto en la fase mévil como en la estacionaria, y su magnitud
aumenta con la velocidad de 1a fase maovil, es decir, si la velocidad de la fase movil
es alta, los efectos de la difusion longitudinal decrecen.

C. Resistencia a la transferencia de masa:

Al analito le toma un cicrto tiempo alcanzar ¢l equilibrio entre las fases. si la
velocidad de la fase mévil es alta no se logran verdaderos estados de equilibrio y cl
soluto que esta relativamente distante de la fasc cstacionaria, tendera a desplazarse
mas ripido, lo quec contribuye a que la banda cromatografica se ensanche. sobre
todo cuando la velocidad de 1a fase mévil es alta.




Con la ecuacién de Van Deemter se obticne la grafica mostrada en la Figura 4, que
relaciona la altura del plato tedrico (H) con el promedio de la velocidad lineal de la fase
movil.

HEPT

Altura minima det plato

»
—

: . Velocidad Optimn

L VELOCINAD DR 1.4 FASE MOVIL,

Figura 4, Grifico tipico de Van Deemter.

Este grifico es sumamente titil en la determinacidn de la velocidad ptima de 1a fase mévil.

®  Resolucidn.’

Aunque la selectividad o describe la separacién de los centros de las bandas
cromatograficas, no considera el ancho de las mismas. Otra medida de qué tan eficiente ha

sido la separacion entre las especies es el parametro que se denomina “Resoluciéon™ (R). La
resolucién de dos especies, A y B esta definida por la siguicnte expresion:

R= 2[(’R )II _(tR)AJ

W, +W,

Normalmente en la mayoria dc las separaciones cromatogrificas, una resolucion
adecuada se con valores de R>1.5.

Los parimetros hasta ahora revisados como la resolucién, el nimero de platos
tedricos, la selectividad y el factor de capacidad pueden ser relacionados de una manera
sencilla mediante la siguiente expresion matematica:

ro VN (a=1Y1+k,
4 o ki



Para obtener alta resolucién, los tres parametros deben ser maximizados. Un incremento en
N, ¢l niimero de platos tedricos, mediante el emplco de una columna de longitud mayor,
también provoca un incremento en el tiempo de retencién, y por consecuencia la banda se
ensancha, lo cual no cs deseable. En lugar de incrementar de esta manecra el nimero de
platos tedricos, la altura equivalente de un plato teérico (H) puede ser reducido mediante el
emplco de columnas cuya fase estacionaria tenga un tamaiio de particula menor.

Es frecuente que controlando el factor de capacidad k', las scparaciones mcjoren
notablemente. Este objctivo pucde scr alcanzado cambiando la compaosiciéon ya sea de la
fasc movil o estacionaria o ambas.

La sclectividad puede ser manipulada para mejorar las separaciones. Cuando su
valor se cncuentra cercano a la unidad. la optimizacion de k' y el incremento de N no cs
suficiente para proporcionar separaciones adccuadas en un tiempo razonable. En los casos
en que k' es optimizado en primera instancia, la selectividad puede ser incrementada
mediante alguno de los siguientes procedimientos:

- Cambiarla composicién de la fase movil.

- Cambiar la composicién de la fase estacionaria.

- Cambiar la temperatura de la columma, lo cual solo provoca cambios en cl tiempo de
retencién, sobre todo en el caso de analitos idnicos, en los que la temperatura influye cn
sus caracteristicas de ionizacion, en sus interacciones con grupos silanoles y en su pKa.

- Adicién de modificadores organicos.

- Implcmentar reacciones de derivatizacién ( como" l'\ mcorpor'\cnén dc especies que
complejen con el analito.)

Los conceptos antes revisados son los mis empleados en cromatografia porque
describen como es que ocurrc el proceso de separacién y las condiciones que pueden ser
manipuladas para obtencr secparaciones 6ptimas y con tiempos de clucién minimos.

2.3

Dec mancra general ¢l cquipo basico que se nccesita para implementar métodos analiticos
por cromatografia de liquidos de alta resolucién es ¢l siguicente:

. Equipo Utilizado en Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién

4 Reservorio para fase movil.

Decbe tener las caracteristicas adecuadas de tal manera que no interactiic quimicamente
con las fases moviles las cuales son generalmentc mezclas de disolventes acuosos y
organicos.

+ Bomba.

El sistema de bombeo constituye una parte fundamental para el cromatégrafo de
liquidos y sus caracteristicas de operacién afectan directamente el resultado del analisis.
Las bombas deben de cstar construidas dc un material no absortivo (que no absorban los
compuestos con los que esta en contacto), no aditivo (que no desprenda componentes),
¥ no reactivo {(quec no reaccione al estar cn contacto con los componentes de la muestra
y de la fase movil).




Las bombas se pueden clasificarse en cuatro grupos : no reciprocantes y reciprocantes
de una, dos y tres cabezas. Actualmente, cerca del 90 % de los sistemas de bombeo
empleados son del tipo reciprocante, ya que con cllas se pueden alcanzar de una mancra
segura presiones de hasta 5000 psi, por lo tanto ¢l matcrial del cual esta constituida la
bomba debe ser muy resistente.

Otro aspecto a considerar son lo sistemas de gradiente, para los cuales, las bombas se
dividen en dos grupos, dependiendo dc la forma en que se lleva a cabo la mezcla de los
disolventes. El primer grupo se denomina de baja presién, ya que los disolventes se
mezclan a una vclocidad dada a una baja presién, para lucgo ser bombeados a la
columna a una presién mas elevada; el scgundo grupo se denomina de alta presion ya
que los disolventes son bombeados por scparado a altas presiones para luego ser
mezclados.

+ [Inyector.

El sistema de introduccién de la muestra debe dec ser reproducible y preciso, debe de
contribuir lo menos posible al ensanchamiento de las bandas cromatogriaficas, debe de
opcrara altas presiones y debe de ser quimicamente inerte tanto con la fase mévil como
con la muecstra,

Hasta hace poco ticmpo, los sistemas de introducciéon de 1a muestra se clasificaban en
dos grupos: inyectores de jeringa y vialvulas muestreadoras, actualmente ya no cs
posible separar dc csta manera los sistemas dc introduccion de muestra ya que las
valvulas mas recientes hacen uso de jeringas para determinar de manera precisa el
volumen de muestra a inyectar.

+ Columna.

Es el espacio fisico donde se produce la separacion, debe ser fisicamente resistente y
quimicamente estable. Mas adelante se tratarin con mayor dectalle las caracteristicas
acerca de las columnas empleadas en CLAR.

+ Detector.

El detector para un equipo dec CLAR cs ¢l componcnte que emitc una respuesta como

resultado de la clucién de 1a muestra. Existen basicamente dos tipos de detectores:

e Detectores sensibles a la concentraciéon del soluto: La sciial es proporcional a la
concentracion del soluto en el elucnte ¢ independiente de 1a velocidad de flujo de la
masa del soluto a través del detector. La seial detectada se manifiesta como un pico
cromatogriafico debajo del cual se mide una cicerta area integrada, csta areca cs
proporcional al tamaiio de la mucstra inyectada y es inversamente proporcional a la
velocidad de flujo de la fase mdévil. El ancho y la altura del pico. usualmente pueden
scr ajustados mediante ¢l correcto empleo de los controles de los parametros de
sensibilidad. Dentro de estc grupo existen varios tipos de detectores, algunos de los
mais comuncs son: indice de refraccion, ultravioleta, fluorescencia, radioquimicos,
infrarrojo. En lo quc se reficre a la deteccidn ultravioleta se pucde asegurar que cs cl
método de deteccidn mds empleado. Para emplear cste detector, se requicre que el
analito tenga la capacidad de absorber luz ultraviolcta. El detcctor de éste tipo pucde
tencr la capacidad de funcionar a una o a varias longitudes de onda:




— Detector de onda fija. Mide solamente a una. longitud de onda, dependiendo
del filtro que tenga, los filtros se pucden '\dqulnr comcrcmlmcntc para
distintas longitudes de onda.

— . Detector de longitud de onda variable. Pudc ajuslarsc par'l mcdlr a distintas
longitudes de onda.

— Detector de arrcglo de fotodiodos. Con este upo ‘de: delcctor es pos:blc
obtener cromatogramas leidos a cualquier Iom_.,nud de onda uormalmcntc
dentro del espectro UV-Visible. :

e Detcctores sensibic a la velocidad del 1Tujo de masa dn,l soluto hacia el de.eclor' En
este caso, la seiial registrada es el producto dc la concentracion 'del soluto por la
velocidad de flujo de la fasc maévil, es decir, si la velocidad de ﬂu_|o es cero. la seiial
scri nula, sin importar la concentracién dcl soluto. El drea del pico es independiente
de la velocidad de flujo. Ejemplos de este tipo de detectorcs son Ios dclect01es
clectroquimicos y los espectrometros de masas.

Ademas del equipo antes mencionado, existe ecquipo adicional que se emplea algunas veces
para mecanizar ¢l tratamiento de la mucstra o para mcjorar la separacion, como es el caso
de los mdédulos de temperatura o de las valvulas intercambiadoras de flujo, sobre las que se
profundizard mis adelante.

Comuo sc habia dicho anteriormente, la columna cromatogrifica representa el sito en
donde sc lleva a cabo la separacion, por lo tanto juega un papel importante en el desarrollo
de sistemas cromatografico, de zhi que la clecciéon de sus caracteristicas debe de scr la
adecuada.

Vistas de una manera muy simple, las columnas empleadas en CLAR son tubos de
acero inoxidable (Ja mayoria de las veces) en los cuales se encuentra empacado un soporte
que pucde ser de naturaleza inorgdnica como es ¢l caso de 1a silica o de naturaleza organica
como es ¢l cuso de los empaqucs poliméricos. Cada tipo dec cmpaque posee sus ventajas
pero de igual manera presenta ciertas desventajas que deben de considerarse al momento de
la eleccion del tipo de empaque.

La calidad de las fases cstacionarias empleadas en Cromatografia de qumdos de
Alta resolucion (CLAR) cs determinada por sus propiedades fisicas y quimicas. Las
propiedades fisicas como la porosidad, arca superficial especifica, tamafio de poro. tamailo
v forma de particula son las que inciden dircctamente en la cficicncia del empaque. Las
propiedades quimicas, que evidentemente dependen de la naturaleza de la fase estacionaria
en cuestion también dependen de los grupos unidos quimicamente al soporte utilizado y son
ia base de las propiedades de retencion y sclectividad.

Durante las tltimas tres décadas se han eswtudiado diferentes materiales que
cventualmente puedan emplearse como ecmpaques, entre 1os mds importantes se encuentran
oxidos inorganicos y polimeros organicos.

Los empaques clisicos empleados en CLAR son los basados en soportes de silica,
Los matcriales de este tipo pueden ser sintctizados a través de distintos procesos. Uno de
ecstos procesos parte de la sintesis de un hidrogel, el cual es obtenido de silicatos
inorganicos o alcoxi silanos. De cstos hidrogeles, el mis comin es el xecrogel quc cs
obtenido despucés de una molienda y posterior tamizacion de particulas irregularcs de silica.
Otro grupo de procesos sintéticos proporcionan formas de particulas esféricas.



Para cambiar la polaridad de ésic tipo de fascs estacionanas, es comiin que se liguen
quimicamente mediante ‘enlaces covalentes cadenas hidrocarbonadas a los grupos silanoles
de 1a silica. 'El soporte de- silice se hice reaccionar con organoclorosilano, o algin
compuesto similar para generar una fasc cstacionaria de ia polaridad deseada.

- SiOl1 + CI-SiRy ——» SiO-SiRa

Sin cmbargo, no todos ecllos logran reaccionar, por lo que la actividad dc los
silanoles residuales puede ser importante. Para suprimir este inconveniente, se implementa
un paso de sintesis secundario que sec denomina de sello terminal que permite enmascarar a
los silunoles residuales. El bloquco de silanoles residuales (capa dc sello terminal o “end
camping™) se empleca en la cromatografia en fasc reversa, particularmente cuando cl
saporte es silica. Este blogueo permitc mejorar de manera importante 1a forma del pico, ya
que se impiden equilibrios secundarios cntre los silanoles libres y compuestos biisicos
principalmente. Ademas provoca que sc amplic ¢l intervalo de pH en el cual la fase
cstacionaria cs estable, debido a gue queda protegido el sitio de unién de la cadena
hidrocarbonada con ¢l soporte de silica de sustancias que tienen propicdades acido-basc.

En general, estos cmpaques son mecinicanmicnte fucrtes, ya que pucden soportar
presiones de hasta 6000 psi, ademas otro factor importante que favorecid su crecimicnto cs
cl hecho de que se pueden diseiiar superficies con muy diversos comportamientos quimicos
entre el analito y la fasc estacionaria. Estas capas de¢ la superficic de la silica son muy
delgadas, casi del orden de capas monoinoleculares, lo ¢ue permite una riapida transferencia
de masa entre la fase estacionaria y el analito. Generalmente, los empaques empleados en
CLAR son porosos para maximizar la superficie de contacto con el analito. En los altimos
ailos, ha aumentado cl entendimiento de la tecnologia empleada para manipular el tamafio y
volumen del poro, asi como cl area superficial.

Sin embargo los empaques basados cn silica tienen una desventaja muy grande que
cs Ia disolucién dec la silica en valores de pH alcalinos, la mayoria dc las columnas dc
soporte de silica soportan hasta un pH dec 9. El tiempo que tarde en disolverse la silica hasta
volver imitil la columna dependera de otros factores como son la proporcion del
modificador organico y la temperatura de trabajo, entendiéndose que a menor proporcion
de modificador orgdnico asi como a mayor tcmperatura, ¢l grado de disolucion de la silica
scria mayor.

Otros oxidos inorganicos utilizados son los de Aluminio, Titanio y Zirconio, los
cuales tienen mejores propiedades de dureza y de transferencia de masa que las silicas, y
también son mas cstables a pH °s extremos, desde 0 hasta 13. Estas caracteristicas han
propiciado que sean seriamente considerados como altermativas para de fases estacionarias.
Sin embargo, su alta actividad superficial favorcece ¢l establecimiento de equilibrios
sccundarios que finalmente ticnen como consccuencia sciales cromatograficas
distorsionadas. Por otra parte, sc carcce de procedimicntos para ligarlos quimicamente con
otros grupos y poder cambiar su polaridad. Esto hace que se emipleo se vea ampliamente
rcducido. Para salvar estos inconvenientes, sc estan buscando alternativas para recubrir a
los 6xidos en lugar de unirlos quimicamentc con los ligantes desecados.

Por cl contrario, existc otro tipo dc cmpaques llomados peoliméricos. La gran
mayoria dc las actuales fases estacionarias poliméricas cstan hechas a base de empaques dc
cstircno-divinilbenceno, metacrilato o polivinilalcohol. Estos muateriales pueden ser
manufacturados en un amplio intervalo de porosidades y tamafos de particula, los cuales
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son comparabics con los de las fases estacionarias de silica. Una de las causas que llcvaron
a la implementacién de éste tipo de fases cstacionarias fue la r idad de trabajar en
intervalos amplios de pH, y es quc éstos muztcriales, son resistentes a las hidrélisis acido-
base. Los empaques de divinilbenceno son estables desde pH 0 a 14, Adicionalmente estos
materiales son susceptibles de ser modificados quimicamente y con cllo proporcionar fases
cslacionarias con una amplia variedad de polaridades. Por ejemplo, las fases de estireno-
divinilbenceno son muy hidrofébicas, por lo quec su uso cn la cromatografia de fase reversa
es adecuado: pero dado quc el anillo bencénico pucde reaccionar, se pueden adicionar
grupos quimicos y de ésta manera cambiar la polaridad. El metacrilato se utiliza
fundamentalmente en la cromatografia de exclusiéon molecular, sin embargo, también puede
modificarse y ser empleado en cromatografia de fasc reversa.

A pcsar de las ventajas mencionadas, estos polimeros presentan las siguientes
desventajas importantes: prescnta baja resistencia a la presion comparadua con la de las fases
cstacionarias de éxidos inorganicos, lo cual limita su uso por las altas presiones gencradas
en la cromatografia de liquidos de alta resolucion. Debido a la estructura de los poros. la
transferencia de masa no cs adecuada, es entorpecida. Las particulas de estos materiales son
clasticas, es decir. se dilatan y se contracn, c¢l grado de éste efecto depende de la
composicion de la fase movil. Esta situacién cs la responsable de una significativa menor
cficiencia de estos empaques comparados con los éxidos inorganicos.




2.3.3. Cr tografia Bidi i i (Column Switching)

La preparacién dec muestras biolégicas para scr analizadas por cromatografia de
liquidos de alta resolucion, tipicamente se llcva a cabo mediante extraccion cn fase sélida o
extraccion liquido-liquido. Frecuentemente estas técnicas son laboriosas y susceptibles a
muchos errores experimentalcs.

Ante esta situacion. actualmente una herramienta de mucha utilidad es ¢l empleo de
Ia cromatografia bidimensional. En esta técnica, pricticamente, la muestra pucde ser
inycctada directamente o con un minimo de¢ tratamiento previo.

La cromatografia bidimensional hace uso de dos o mias columnas acopladas para
conscguir scparaciones no alcanzables con un tinico sistcma. Se definc esta técnica como
un proceso de separacién en ¢l que una muestra es sometida a una sccuencia de
scparaciones, cada una dc las cuales actia sobre todos o partc de los componentes
separados cn una ctapa previa cromatografica, que difieren en su selectividad relativa y/o
capacidad. En las técnicas cromatogrificas acopladas sc efcctiia una preseparacién de la
muestra en una primera columna cromatogrifica; posteriormente, una parte muy pequeiia
de la muestra conteniendo los analitos se transfiere "on-line” por medio de una interfase
hacia la segunda columna cromatografica en la que tienc lugar la scparacion de los mismos.
Las técnicas cromatogrificas acopladas se cncucntran entre las técnicas mas sensibles y
selectivas disponibles. Las mais ulilizadas en la actualidad son la cromatografia liquida
acoplada a cromatografia liquida (CL-CL) también denominada CL con “column
switching”.

Los procedimientos cromatograficos con columnas acopladas consisten generalmente en
cuatro ctapas:

e Introduccién de un volumen de muestra rclativamente grande en la primera columna
del sistema, mcjorando, dc cste modo, la scnsibilidad global del procedimiento
analitico. En combinacién con una apropiada compresion de pico durante la etapa
de transfcrencia (tercera etapa) los volumenes de inyeccidon pueden aumentarse
desde microlitros hasta mililitros, pudicndo mcjorar la sensibilidad en varios
o6rdenes de magnitud.

e Prescparacién de una gran parte de los interferentes de la mucstra de los analitos de
interés en la primcra columna, mejorando la sclectividad del procedimicnto al
descartar la mayor parte dec los interferentes. Para mejorar lo mas posible la
selectividad es importante que ¢l mecanismo de scparacién de ambas columnas
difiera considerablemente. Esto s¢ puede conscguir facilmente acoplando CL. con
CG, pero es menos obvio en acoplamiento CL-CL.

e Transferencia de la fraccion de interés a la scgunda parte dcl sistema de separacién
por medio de una técnica de compresién de pico, de modo que aumente 1anto la
sclectividad, minimizando ¢l volumen de transferencia, como la sensibilidad,
mcjorando la lorma del pico cromatografico.

@ Anilisis de la mucstra transferida a la segunda columna realizandose una separacién
y deteccion convencional de los analitos de interés, después de haber climinado la
mayor parte dc los interferentes.

Ademis de la mcjora en selectividad y sensibilidad. las técnicas cromatogrificas acopladas
permiten integrar la preparacion de muestra, la scparacién y la deteccién en un unico
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sistema cromatografico, ofreciendo un alto grado de automatizacién para el procedimiento
analitico global.

Como se ha comentado anteriormente, una de las caracteristicas importantes de la
CL es la capacidad de aplicar la técnicas de columnas acopladas ("column-switching"), que
ofrece la posibilidad de intcgrar la preparacién de la muestra y la purificaciéon de la misma
en el procedimicnto cromatografico. Cualquier procedimiento de 'acoplamiento CL-CL se
encuentra difercnciado en cuatro etapas:

1) Inyeccién. Durante esta elapa se¢ toma la muestra y se carga en el "loop” del
inyector, mientras la fase mévil M-1 circula por la columna C-1, y la fase mévil M-2 por C-
2. Se activa la valvula del inyector y comicnza cl anilisis, pasando a la etapa de
purificacién.

2) Purificacién. Durante esta ctapa se rcaliza una purificacién de la muestra o
extracto con un cierto volumen de fase mévil M-1; los interferentes menos retenidos (11) se
eliminan a los desechos. Cuando el primer analito comienza a eluir de la columna C-1, se
activa la valvula que actita como interfasc entre los dos sistemas CL, finalizando la etapa de
purificacién y comenzando la transferencia.

3) Transferencia. La primera columna se coloca en linea con la segunda. y se utiliza
un cierto volumen de fase mévil M-2 para cluir de la columna C-1 hacia la C-2 1a fraccién
que contiene los compuestos de interés (A). Cuando el ultimo analito ya ha sido transferido
desde C-1 a C-2, se activa nuevamente la valvula, finalizando la transferencia.

4) Analisis v lavado. Durante csta ctapa la fraccién transferida desde C-1 a C-2 se
separa mediante la fase mdévil M-2, siguiendo una CL convencional. Simultineamente, la
primera columna (C-1) vuclve a ser eluida por la fase moévil M-1 que eliminarda las
interferencias que muestren mayor retencion (dc cola). Si la fase moévil no es capaz de
eluirlos completamente mientras tiene lugar la separacion en C-2, se puede lavar la primera
columna con un cluyente mas fuerte, como metanol, acctonitrilo. etc., reacondicionandola
posteriormente con M-1, antes de la préxima inyeccion.

Estrategia para implementar el acoplamiento CL-CL.

1. Seleccion de la configuracion del switching.
Los dos parimetros mas importantes que sc han de optimizar en un procedimiento de
acoplamiento CL-CL son:

a) La seleccidn de la primera columna separadora (C-1).
b) La fuerza eluotrépica de la fase movil utilizada en la purificacién (N1-1).

Como ya se ha indicado. la eleccion de la fase mévil 1 (M-1) es crucial. Se debe
llegar a una situaciéon de compromiso, ya que por un lado, una fasc moévil M-1 con una
fucrza cluotrépica baja permitiria la inyeccién de volimenes mayores de muestras acuosas
sin un apreciable ensanchamiento dc bandas, aunque restringiria la climinacion eficaz de
las interferencias poco retenidas (I1). Mientras que, por otro lado, una fase movil M-1 con
una clevada fuerza eluotrépica mejoraria la resolucién entre 11 v la fraccidén de analitos (A),
pero disminuiria el tiempo de purificacién. La mgjora en la selcctividad al emplear una fasc
moévil M-1, con una correcta fucrza cluotrépica para mejorar la ctapa de purificacion se ha
demostrado cn varias aplicaciones.
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Después de la eleccién de la columna C-1 y de la composicién de la fase mévil M-1,
las condiciones finales del acoplamiento CL-CL se pueden determinar facilmente mediante
dos experiencias:

a) Determinacidn del volumen de purificacién. Este valor se puede determinar conectando
directamente al detector la primera columna scparadora (C-1) e inycctando el compuesto de
interés que presente una menor retencidon con la fase mévil M-1 (AO0). El volumen de
ruptura que presente estc analito cn estas condicioncs determinara ¢l volumen maximo de
purificacidn a aplicar en el método. Este volumen de purificacién debe verificarse
rutinariamente para asegurarse de quec sc realiza la purificacién de modo correcto, sin
pérdidas del analito AO.

b) Determinacién del volumen de transferencia. Este valor se determina conectando
directamente al detector la primera columna scparadora (C-1) ¢ inyectando cl analito que
presente una mayor retencién (An), pero siendo eluido con la fase mévil M-2 que es la que
rcaliza la transferencia. El volumen de ruptura que posca este analito en estas condiciones
fijarda el volumen maximo de transferencia a utilizar. Este volumen de transferencia,
también debe verificarse rutinariamente para que la transferencia sc rcalice de modo
correcto, sin pérdidas del analito An. Ademas, como ya se ha comentado antcriormentc,
interesa que esta fraccién transferida desde C-1 hacia C-2 tenga el menor volumen posible,
para minimizar cl ensanchamiento de bandas y aumentar la sensibilidad.

2. Eleccion del medio de Separacién.

De acucrdo con las caracteristicas de la separacién se deben elegir la guardacolumna y
columna adecuados.

3. Preparacion de la muestra.

El fluido bioldgico en el caso mis simple sélo es centrifugado o diluido previo a la
inycccién.

Ventajas y limit plamiento CL-CL.

Las ventajas mas importantes dcl acoplamiento CL-CL ya se han comentado en
puntos anteriores, y sc pueden resumir conio mcjora dc selectividad, aumento de
sensibilidad y posibilidad de automatizacién, 1o que hace quc esta técnica tenga un gran
futuro. Su mayor campo de aplicacién se encuentra en el anilisis de compuestos "dificiles”
como son compuestos polares en muestras acuosas cn las que resulta dificil o tedioso su
aislamiento (preconcentracién). Adcmds., mediante la adccuada optimizacion dc las
condiciones se pueden llegar a inyecilar grandes volumenes de mucstra si ¢l analito presenta
una buena retencién sobre C-1 y cluye sin ensanchamicnto de bandas. Por consiguiente,
otra ventaja adicional quec presenta la CL de columnas acopladas es su gran capacidad de
andlisis, pudiéndose analizar un clevado nimero de mucstras por dia (samiple throughput),
ya que en la mayoria de los casos ¢l pretratamiento cs minimo y cl analisis por CL muy
rapido.

Por otro lado, una importantc funciéon adicional que realiza cl acoplamiento CL-CL
es la proteccién de la columina scparadora principal en aqucllos casos dondc se tienen
matrices complejas. Para cl analisis de muestras o extractos mas limpios, con los que no sc¢
csperan problemas dc obturacion o de seclectividad, se podria pensar en climinar el
acoplamicnto CL-CL, sin embargo, en muchos casos cl uso del mismo es beneficioso al
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reducir el tiempo total de andlisis, ya que ningin pico interferente que cluya muy tarde (12)
sc transfierc a la segunda columna separadora.

En cuanto a las limitaciones, cabe citar que, en comparacion con los procedimientos
"off-linc", sc debe realizar una inversion en equipamicnto v sc requicre destreza y prictica
habitual en procedimientos de CL para diseiar y aplicar ¢l acoplamiento CL-CL.
Probablementc cs ésta la razén por la que todavia no sc utiliza ampliamente esta técnica.

En scegundo lugar, la primera columna debe ser muy estable, ya que la inycccién de
cxtractos de muestra sin purificar combinados con continuas aplicaciones de disolventes de
baja y elevada fuerza cluotrépica afecta su vida media. Para la mayoria de las aplicaciones,
cs posible utilizar durante una semana continuamente la misma columna sin apreciar una
disminucién de la sclectividad, antes de somecterla a una limpicza rutinaria.

Otro aspecto a tener en cuenta es la necesidad de realizar una comprobacién, mis o
menos diaria, de los voltiimeneces de purificacién y transferencia antes de proccsar una nueva
seric de muestras ya que, aunque los rellenos se fubriquen con la mas alta tecnologia,
siempre existe una pequea variacién en la retencién, observablc a lo largo de un cicrto
periodo de utilizacion.

Conclusiones.

- Esta técnica se puede aplicar a una gran variedad de moléculas de gran utilidad,
sobre todo por cl alto grado de automatizacion del tratamiento de la muestra y
porque el tiempo de analisis disminuye considcrablemente.

- Existen mcnores posibilidades de pérdida de la muestra o de eventual riesgo ante la
manipulacién de la muestra, pues fundamentalmente se lleva a cabo en’un sistema
cerrado.

- Implica una limpieza en linea que esencialmente es una extraccién:-en f.xsc suhda
integrada al sistema CLAR.

- Sc aplica cuando el analito se encuentra en una muecstra qmmlcamemc compIeJa ]
en una matriz biolégica.

- Permite enviar el analito de interés a la columna ana]mca llbre de solutos que
interfieran con el andlisis o afecten la integridad de la columna y el detector,

- Permite el andlisis automatizado ripido. robusto. sensible.: sclectivo, - exacto .y
preciso de mucstras complejas. TR : 3
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2.4, Extraccion en Fluidos Biolégicos
2.4.1. Genceralidades

Como sc habia dicho anteriormente, los fluidos bioldgicos no son una mezcla
simple sino complcja cn todos los sentidos, ya que conticnen una multitud de componentes
que interactiian con el compuesto de interés y alteran su comportamicnto.

Los fluidos bloléglcos que comiunmente son analizados son la sangre !otal cl
plasma (o sucro) y la orina, por el contrario, los fluidos cn los que raramente sc requicre un
andlisis son la bilis, saliva, leche materna, cic.

El mayor problema consiste en separar ¢l firmaco de la mayor cantidad posible de
matcrial endégeno. Para esto, sc han discilado diversas técnicas como la sonicacién, el
tratamicnto quimico, etc, sin embargo se debe tener cuidado en cl tratamiento a clegir ya
quec pucden originar diversos problemas como cl hecho de cambiar la concentracién del
fiirmaco en la muestra o dar lugar a la formacién de emulsiones o coagulaciones que
dificultan cl tratamicnto de la muestra.

De cualquier manera debe existir un medio cn ¢l cual sc desarrolle el pretratamicnto
de la mucstra y la cleccién de la naturaleza de éste se vuclve critica; en la tabla 3 se
cncucntra una descripeion general de las vemtajas y desventajas de algunas de las

soluciones acuosas mas cmpleadas en el pretratamiento de fluidos bioldgicos.

Saluciones

Ventajas

Agua Destilada

Relativamente buen solvente
No destruye tejidos
pH final cercano a 7.0

Desventajas
Grado de mmucxon varmdo
No hay d i de
enzimas

L1 pH final pude variar dependiendeo del tipo
de tejido

Acido diluido(<0.5N)

Relativamente buen solvente
Desnaturaliza la mayoria de las
enzimas

pH final < 7.0

Minima formacién de espuma

Consi ble d
Afecta I

de pr
acido - ibl

Acido fiterte (>0.5N)

Buen solvente
b S,

ct +
Precipitacion de proteinas
pH final < 4.0

Pucde ouurnr nl_rcbacmn de componentes
Afecta ac

dcido - sensibles

Las tejidos pucden llegar a deshacerse

Bases diluidas (<0.5N)

Relati buen sol
Desnaturaliza la mayoria de las
enzimas

pl final > 7.0

C iderable d ion de protcinas
Afecta compuesios sensibles a bases

Puede legar a ocurrir la saponificacion de
los lipidos

Bases fucertes (>0.5N)

Relativamente buen solvente
D e i f

Precipitacion de proteinas
pH final > 10.0

Pucdce ocurrir agreg ion de
Afecta abl t
sensibles a bascs

Los wejidos pueden Hegar a deshacerse
Saponilicacion sepura de lipidos

bla 3. Caracteristicas de

encl de Nuidos biologicos.



Una de las principales caracteristicas del suero y det plasma es la gran cantidad de
proteinas, que si bien son fisica y quimicamente muy diferentes a las moléculas de los
firmacos quec se descan medir, tiencn una gran afinidad por ellas, por lo tanto una remocioén
de esas proteinas mediante ultrafiltracién o dislisis pudiera dar origen a la obtencion de
recobros del fiarmaco extremadamente bajos, ademas una medicién del fiarmaco
directamente en la matriz sin haberlo separado de las proteinas, pudiera ser en rcalidad una
medicién de la fraccién libre y no una medicién de la cantidad total del farmaco presente en
el fluido; aunque hay que sefialar que en estudios microbiolégicos la fraccidn que realmente
importa conocer su concentracién es la fraccion libre, ya que es la que va a realizar la
accién terapéutica en contra de los microorganismos.

2.4.2. Precipitaciéon de Proteinas

El primer paso en la preparacién de la muestra consiste en la obtencién de una
solucién acuosa teéricamente libre de proteinas y uno de los métodos mas simples y de
mayor empleo es la precipitacién de las proteinas y ¢l aislamiento del filtrado. Al precipitar
la proteina ésta se desnaturaliza, por lo tanto el enlace que la mantenia unida al farmaco se
destruye y en teoria ¢l firmaco queda libre en solucién. Los rcactivos dcidos comtinmente
empleados para precipitar proteinas son el acido tricloroacético, dcido perclérico, acido
tiingstico y ¢l acido clorhidrico, sin embargo se ha demostrado en numerosos experimentos
que cl emplco de estos acidos fuertes tienc efectos ncgativos en ¢l farmaco a ser extraido, la
mayoria de las veces porque ademas de precipitar proteinas, precipita también el farmaco y
en el peor de los casos ocurre una degradaciéon del mismo.

Para los farmacos que son inestables a un pH demasiado acido se ticne la opcién del
empleo de disolventes organicos para desnaturalizar y precipitar proteinas, como es ¢l caso
del etanol, metanol y recientemente el acetonitrilo. Desde luego, el volumen de disolvente
requerido para que ocurra una precipitacién completa varia de un disolvente a otro, sin
embargo como regla general se requieren de dos a tres voliimenes del disolvente por cada
volumen de plasma o suero.

Otro método que tltimamente ha adquirido un mayor uso es la desnaturalizacién de
las protcinas empleando enzimas proteoliticas por ejemplo la enzima subtilisina, tripsina y
papaina, la mayor ventaja de emplear este tipo de enzimas es que solo van a reconocer y a
desnaturalizar moléculas con una estructura protecica, sin cmbargo las aplicaciones de esta
técnica son hasta este momento un poco limitadas,

Aunque cl plasma es un fluido muy complcjo, puede ser alentador ¢l hecho de que
su composiciéon cs notablementc estable y con muy pocos cambios ain cntre sujetos,
ademas dc que su pH siempre se encucntra entre 7.30 y 7.50 y las concentraciones de sales
y dc proteinas totales sc encuentran controladas. Por otro lado, uno de los componentcs
cuya concentracion y naturaleza puede variar considerablemente son los lipidos, ya que su
concentracién se ve ampliamente influenciada por la frecuencia y naturaicza de la dieta. En
el caso dec tratar con muestras plasmiticas con un clevado contenido de lipidos se requerira
¢l empleo de un paso de particion especifico previo para removerlos.

Otro aspecto que sc¢ debe de considerar cs el hecho de que la presencia de otros
farmacos pucdec alterar significativamentc las concentraciones plasmaticas del farmaco de
interés.
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En la tabla 4 se presentan los diversos métodos para la separacion de las proteinas
de los fluidos asi como un comentario acerca de sus ventajas y sus desventajas.

Método Eficicncia - ... Comentario

Calentamiento a 90 °C
durante 5 — 15 min.

Limitad Pucde p . lad icién del tit

Ciclos de congclacién — Limitada Ticmpo’r{cherido’ muy clevado.

descongelacién
Saturacion con sulfato de Moderada Sobr d; con alla i6n de sales, pH final cercano
umonio (salting ont) a7.0
- o . y Precipitado tino con pH final cercano a 7.0, mejora la
Sulfato de Zinc /NaOH E"“""‘? cficicncia si se realiza a bajas temperaturas,
Acido mcm(‘osfériéo - Excelente El reactivo ser @ bajas v as. pH

final < 3.0 puede dcscompones el analito.

Elr i ser a bajas P as, pH
.. Excelente final < 3.0 puedc descompones ¢l analito.
: La mayoria de los analitos basicos se extraen muy bien.
RIS - . . El reactivo ser ido a bajas as, pl
Acido tricloroacético . . - Buena final < 3.0 puede descompones el analito, pucdc prescentarse
. it dificultad para scparar ¢l reactivo del analito.

Acido Perclérico’

RN : Se dos voli del di: por cada vot

Etanol — Mctxfnol - - de fluido. Recomendable si l:l analito es icido — sensible.
Se requiercn 1.5 voli del disol por cada 1

Acetonitrilo ——— de ﬂuldo R dabl si el 1i cs ncndo— sens:bh:

do p ini la del

Cloruro de Aluminio . McJOI' eficiente que cl sulfato de amonio o icido tungstico para

compuestos bdsicos.
Tabla 4. Métod leados para d -alizar p i séricas y plasmaticas.

2.4.3. Extracciéon Liquido — Liquido

Una técnica alternativa, para cuando no sc¢ quierc scguir la filosofia de¢ Ia
desnaturalizacién de proteinas previamente a la extraccion con disolventes organicos, cs la
extraceién liquido — liquido. Aunque el firmaco a extracr tenga una alta afinidad por las
protcinas plasmaticas, el enlace que lo une a cllas ¢s de cardcter reversible, por lo tanto,
ubicando ¢l medio de extraccion a un pH adecuado, ¢l firmaco puede ser extraido mediante
disolventes organicos. Lo que sc debe buscar en este caso es que la particion del firmaco,
cn su forma no ionizada hacia la fasc organica, sca lo suficientemente alta para revertir cl
cnlace del fiirmaco con las protcinas y asi lograr cxtraccioncs eficientes. La cstrategia a
seguir es en primer lugar encontrar la solucién amortiguadora adecuada para mantencer el
pH cstable a lo largo dc la cxtraccion; en scgundo lugar, cncontrar el disolventc organico
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apropiado que sea inmiscible con la fase acuosa, en este caso el plasma, y en el cual el
firmaco sea soluble; en tercer lugar se debe procurar mezclar un volumen de la solucién
amortiguadora por cada volumen de mucstra y de dos a tres voliimenes del disolvente por
cada volumen de muestra. Para llevar a cabo la extraccién, sc anade el disolvente extractor
a la mucstra acuosa, normalmente esto sc lleva a cabo en un embudo de separacion, el
cembudo se tapa y sc agita vigorosamente para crcar una emulsién momentanea. Esta
emulsion consiste en diminutas gotas esféricas dcl liquido extractor suspendidas en la fasc
acuosa. El contacto entre las fases debe de ser grande para promover una rapida
wansferencia de masa dcl soluto a extracr de la fase acuosa a la fase organica.

El rendimiento de la extraccién csta dircctamente relacionado con el coeficiente de
particién del compuesto de interés entre las dos fases, de ahi la importancia de eclegir
adecundamentc la solucién amortiguadora y el disolvente de extraccién; en la mayoria dec
los casos, cl cocficientc de particién es dependiente del pH por lo que algunas veccs es
conveniente trazar graficas del coeficiente de particiéon vs. pH . Desde luego que existen
compuestos que a cualquier pH su extraccién sc vuelve dificil. sobretodo los que son de
cariictcr muy polar o de caracter anfétero; en estos casos, puede ser recomendable reducir el
volumen de la muestra, o someterla a un ciclo de congelacién-descongelacién, otras
soluciones consisten en saturar la extraccién con una sal como NaCl o Na;SO; anhidro y en
otros casos es recomendable ¢l empleo de diversos pasos de extraccién con diferentes
meczclas de disolventes.

Una variante importante de esta técnica es ¢l empleo de “reactivos de par iénico™,
que al igual que en la Cromatografia de Par Iénico, se¢ forma un complejo neutro y ficil de
extraer con disolventes organicos. La ecuacién que representa de manera sencilla esta
técnica cs la siguiente:

+l-

A " (Analito i6nico) + 1 (Reactivo de Par Iénico) «t~—— Al (complejo neutro)

Sin embargo, la extracciéon liquido — liquido tienc sus desventajas. ya quec para
optimizar ¢l rendimiento, el volumen del disolvente de extraccién en ocasiones debe de ser
bastante grande, lo que origina voltimenes que algunas veces son dificiles de manipular,
ademids. se originan enormes voliimenes de desechos y largos tiempos de evaporacién, sin
mencionar que cuando el objetivo es el analisis de trazas. se corre el riesgo de que el

fanmaco qucde adherido cn las paredces del material.

2.4.4. Extraccion en Fase Solida

En los ultimos ailos, los laboratorios analiticos cada vez se ven mas prcocupados
por el hecho de proveer anilisis mas ripidos y a un menor costo. Este aspecto rccae sobre
todo en la preparacion de la muestra la cual, ocupa mas del 60%s del tiempo del analisis, en
comparacién con el 7% que ocupa cn realidad la medicion de sus componcentes.

En cl pasado, la extraccién liquido — liquido ocupdé un papel importante en la
limpicza de los fluidos bioldgicos y en la concentracién de los analitos a medir. Sin
cmbargo, ¢l rccobro de los analitos tiende a ser incompleto v la técnica en si tiende a ser
lenta y laboriosa. Por estas razoncs, ¢l uso y la popularidad de la extraccién en fase sélida o
EFS, (SPE, Solid Phasc Extraction) ha ido creciendo rapidamente.



La EFS puede usarse de dos maneras en la preparacion de mucstras.

- En la primera, los analitos de interés se rcticnen en cl material de relieno, y la
muestra con la mayoria de los componentes no descados, pasan por cl relleno sin ser
rctenidos; los componentes no descados rctenidos en ¢l rclleno son eliminados
sclectivamente, mientras que los analitos de interés son cluidos con un pequeiio
volumen del disolvente apropiado.

- En la segunda manera, la muestra pasa por ¢! medio de scparacién para la EFS y los
analitos de interés pasan por cl adsorbente, sin ser retenidos, Los contaminantes se
quedan en cl relleno y pueden ser desechados.

La segunda estrategia se¢ clige cuando cl componcnte de interés se presenta cn altas
concentraciones. Mientras que cuando el componente de interés presenta bajos niveics, o
cxisten miltiples componentes que desean aislarse y presentan polaridades ampliamente
diferentes, la primera cstratcgia ¢s emplecada. Esta mancra también es cmpleada para el
cnriguecimicnto de muestras que tienen de trazas de compuestos y para la concentracién de
muestras diluidas.

En cualquiera de los casos, el sorbente debe ser primero acondicionado con un solvente
apropiado. Después del acondicionamiento, s¢ pasa la muestra a través del sorbente y las
impurezas (interferencias) son desorbidas con un solvente de lavado y finalmente, el analito
se eluye con cl solvente apropiado. De manera gencral para una extraccién completa son
necesarios 4 pasos:

1. Acondicionamiento de los cartuchos de extraccion.
Acondicionamiento se refierc al tratamiento del material de soporte con un solvente
organico. p. e. mectanol o acetonitrilo. Esto hace que las cadcnas de hidrocarburos de las
fases modificadas se solvaten y permitan una superficie activa que sea accesible al analito y
que este requiere para que sea reproducible la adsorcion. El exceso del solvente orgéanico se
retira usando agua o alguna solucién reguladora de pH.

2. Aplicacién dc la muestra.

La muestra en solucién se hace pasar (con vacio, presién o por centrifugacion) a través del
cartucho de extraccién. El analito se concentra cn una zona muy delgada sobre el
adsorbente. Ciertos componentes indescables y mas solubles quc la matriz no son
adsorbidos o pasan a los desechos.

3. Paso de limpicza (lavado)
Los otros componentes indeseables, se lavan del adsorbente usando un pequefio volumen
de agua, tampodn, o mezclas de agua metanol, tampdn /metanol scgiia sea el caso.

4. Elucién y recuperacion del analito preparado.

En ¢l altimo paso dela extraccion en fasc sdélida, el analito se cluye del adsorbente,
empleando un disolvente adecuado, quedando dc esta forma disponible para el analisis
previa dilucién o concentracién. El disolvente sc debe escoger de mancra que la interaccion
analito-sorbente sea rota y haya transferencia de aquel al cluente. Por tanto. enlaces muy
fucrtcs ya sea de¢ las interferentes o de los analitos con el sorbente, harin que cicrtos
compuestos permanczcan sobre éste. De manera que ¢l detallado conocimiento quc se tenga
del analito, respecto a su solubilidad. polaridad v lipofilicidad (cocficiente de distribucion,
ctc) es la basec para la scleccion del cluente. La scleccion se hace mas facil utilizando "la
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sccuencia cluotrépica” de solventes, para cstimar la fucrz.x ‘de clucnén, de acuerdo con el
analito que se va a extracr. ;

Dc acuerdo con sus caracteristicas antes expucstn:. la cxtmccnon en’fase solldn (EFS) es
una alternativa mas ficil, ccondmica y ripida que la extraccion l:quldo [t Y
método tradicional empleado para la concentracién de muecstras.”; Los métodos’ de "EFS
reducen sibni(‘cmivamcmc el volumcn necesario de- solvcmcs‘org.lmcos lorados -y no
clorados comiinmentc necesarios para la preparacién de la muestra.. "Adicionalmente en el
mercado se¢ ofrccen diferentes alternativas de rellenos, que® pen-mten un gran numero de
posibilidades de trabajo para cualquier sistema matriz/ analllo. : .




2.5. Generalidades sobre Validaciéon de Métodos Analiticos (22 — 25)

La industria farmacéutica csta especialmentc interesada en la validacién de métodos
analiticos debido al gran incremento de nuevos productos que tienen que ver con la salud y
quec requicren de métodos de analisis apropiados.

Una parte integral del desarrollo de un método analitico es la validacién del mismo, es
decir, ¢l método debe probarse para determinar su efectividad.

La validacién de un método analitico puede definirsec como el proceso por el cual queda
cstablecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos
para las aplicaciones analiticas descadas. La capacidad sc expresa cn éste caso, en términos
de pardmetros analiticos.

El proceso de validacién de un método analitico en particular esta basado en principios
cientificos adecuados y ha sido optimizado para propositos pricticos de medicion.

Los criterios de validacidon que generalmente se consideran en la validacién para cuantificar
firmacos en fluidos bioldgicos son los siguientes:

. Sclectividad. Es la capacidad de un método analitico para cuantificar exacta y
especificamente ¢l compuesto a analizar en presencia de otros compuestos que pudieran
estar presentes en la muestra.

. Recuperacién absoluta. Es la eficacia de un método analitico para extraer el o los
compuestos por analizar en la muestra bioldgica

- Linealidad. Es la capacidad del método analitico (dentro de un rango dado) para
obtener resultados de prucba que scan directamente proporcionales a la concentracién
del analito en la muestra.

- Precision. Es ¢l grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea del producto, se evalita como repetibilidad y reproducibilidad.

- Repetibilidad. Es Ia precision de un método analitico que expresa la variacion dentro
de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes realizadas en
las mismas condicioncs.

- Reproducib ad. Es la precisién de un método analitico quec expresa la variacion
obtenida entre determinaciones independientes realizadas bajo condiciones diferentes
(diferentes analistas, dias, equipos, ete.).

- Exactitud. Es la concordancia entre ¢l valor obtenido experimentalmente y ¢l valor
de referencia.
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Rango. Sc refiere al intervalo de un método analitico definido por las
concentraciones comprendidas entre los niveles superior ¢ inferior del compucslo, en el
cual sc ha dcmoslrado quc el método es preciso, exacto y lineal.

Esmb dad Se rcrcrc a la capacidad del compucsto por analmar. dc conscrvnr sus
C'\r'xclcnsucas. desdc cl momento del muestreo hasta su andlisis.

Limite de cunnul‘icaclon. Es la concentracion mas baja del compucslo que pucde
cuanllﬁcarsc cumphcndo con la precisién y exactitud establecidas en el melodo :

Limite dc dctecciﬁn. Es la minima concentraciéon de un compuesto 'cn und muestra,
cl cual pucdc ser detcctado, pero no ncecesariamente cuanul'cada. bajo condlcloncs de
operacion csmhlcc:das. k .
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2.6. Métodos reportados para Diclofenaco (26 — 30)

En la tabla 5a, Sb, y Sc se cncuentran descritos algunos de los métodos reportados en la
literatura para 1a cuantificacién de Diclofenaco en plasma humano.

EXTRACCION LIiQUIDO-LIQUIDO
Ref. Metodologia de la Extraccion Sistema crematogreafico

1 mL Plasma + 4 mL de H,2PO, 2.5 M

Vortex por 10 seg. Precolumna Guard-Pak ODS 10pum.
Afadir 5§ mL de Columna Zorbax ODS, 3jum de 80 * 6.2nmm
27 Hexano-1PA (alcohol isopropilico) (90:10) y Fase Mévil: Buffer pH =7.1 (52%), ACN (23%).
agitar en vortex por 15 min. McOH(25%)

Centrifugar por 15 min. A 1250 r.p.m

0.25 mL Plasma + 0.5 mL de H;PO, 2.5 M
Vortex por 10 seg. . . X . R

Adadir 1.5 mL de Columna Spherisorb C18, 5pum de 250 * 4.6mm
29 Hexano-IPA (alcohol isopropilica) (80:20) Fase Mdévil: Buffer pH =6.3 (35%). ACN (65%) -
y agitar en vortex por 2.5 min. at L R
Centrifugar por 10 min. A 3000 r.p-m 3

0.5 mL Plasma + 0.6 mL de H,PO, IM . R
Vortex por 10 seg. Precolumna Spherisorb S5 ODS1 de 10 * 4.6 mm

30 Aﬁndlr 5 mL de Columna Spherisorb S5 ODS1 de 250 = 4.6mm
H IPA (al pilico) (95:5) y Fase Mavil: Buffer pH =3.3 (37%), ACN (63%)

agitar cn vortex por 1 min.
Centrifugar por 10 min. A 3000 r.p.m

Los anlculos que p una ion liquid: ide como i de la dejan abierta Ia
d de poder el analito. Este es ¢l caso de las mctodologias urnba descritas porque ¢n
1odas ellas, las desy de 1a son evag Jas hasta seq 1 y posteriormente son
en un vol menor de disolvente. Esto permitc que se pucda mcjorar ¢l limile dc
cunnllﬁcnc:én
Sin embargo, estos métod d jas. Para imizar el dimi el del
disolvente de extraccion gencrnlmcnlc es alto, lo que provoca volimenes que son dificiles de manipular,
ademas, se originan enormes volt de d 1 y largos tiemg de evaporacién.

Por otro lado, en la mectodologia empleada por Millership y col. (30), aiin cuando se cumplen las
parimetros de validacion. el intervalo lineal cs de 1.0 meg / ml a 5.0 meg / ml y la concentracién maxima
quc se espera cuantificar ©s justamente 1.0 mcg/ ml, las concentraciones inferiores ya no estarian dentro del
intervato lineal.

Tabla 5a. Métodos reportados ¢en la bibliografia para la cuantificacién de Dicl en por
CILAR y extraccion liquide-liguido,




EXTRACCION EN FASE SOLIDA
Ref, Metodologia de la Extraccidn

Sistema cromatogrdfico

0.5 mL Plasma + 0.6 mL de H,PO, 1M,
30 | Aplicar a cartuchos QOasis y lavar con 1 mL de Columna Spherisorb C18, Spm de 250 * 4.6mm

metanol 5% en agua Fase Mévil: Buffer pH =6.3 (35%), ACN (65%)
Eluir con 1 mL de Metanol

Esta dologi: bién tiene la ja de poder cl i demis, se di

de
1mponame el volumen de disolventes utilizados, sin embarbo‘ cl costo no deja de ser elevado y el
de di y se redi el po del de con
ala i6n liquido-liquido, éstc no deja de ser prolongado.

Millership ¥y col. (30) cn el mismo articulo proponen ademas de una extraccién l(quldo-l[quldo. una
extraccién en fase sélida, sin embargo, sc ncne el mismo problema: el intervalo lineal 1.0 meg / ml a 5.0

mcg / ml no contempla el rango de que se esp ificar,
Tabla 5b. Métodos reportados en la bibli ia parma la ifi ion de Diclofk enp por
CLAR y extraccion en fase sélida.
EXTRACCION EN LINEA
Ref. Metodologia de la Extraccion Sistema cromatogrifico
Inyectar 100 mcL de plasma prefiltrado por Precolumna Capcell Pak MF Ph~ 1
una membrana de 0.2 pm en una p F dia Capcell Pak C18.
28 fenilo y posteriormente en una p Col litica Fenil-hexil, C18 o Cg, de 3um,
C18 con la fase mévil 1. de 100 * 2 mm.
Finalmente cluir con la fase mévil 2 hacia una | Fase Mévil 1:Buffer pH = 7.0 (86%). ACN (14%)
columna fenil — hexil Fase Mévil 2: Buffer pH =7.0 (67%). ACN (33%)

1 mL Plasma + 4 mL de H;PO,2 M
Adiadir 6 mL dc

Precolumna C18, 10um, de 35 * 4.6mm
26 Hexano-1PA (90:10) y agitar en vortex por 15

Columna C18. 10 um, de 150 * 4.6mm

min. Fase Movil: Buffer pH =7.1 (52%), ACN (23%),
Centrifugar por 10 min. A 1500rpm McOH (25%)

En los métodos que 1 la técnica de cr fia bidi 1, cf tr i dc Ia a estd
almmemc nulom.-mzado. lo cual, en principio reduciria de manera importante ¢l ticmpo de anilisis, no
enla d: ia dcsarrolladn por Hye Suk y col. (28), cl pleo de dos pr prcvm ala

en Ja cobl de do a que el did de 1a
es pcqu:ﬂo (2 mm), 1o que obliga a unhzar vclocldades de flujo bajas, lo cual, también repercute en cl

tiecmpo de anal . Por otro lado, la ventaja inicial de iny dir a en el
cr afico, ev Imente pucde tener algunos mconvememcs no existe la poslbllldad de conccn(mr

1a muestra, lo cual trata de contrarr la iny 1 de altos voli que
afecta la vida media de las p 1 y coli Fi de manera experi; 1 ob i que la
inyeccién directa dc la en el er & acarrcaba problemas de sclcc!|V|di!d en

algunas as | i P i les que interferian con la del Diclofenaco.

‘Tabla Sc. Métodos reportados en la bibli a para la cuantif ion de Dicloft o en pl. por
CLAR y extraccion cn linca.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desarroilar un método por cromatografia de liquidos dc alta resolucion para la -
cuantificacién de Diclofenaco en plasma humano, donde el tratamiente de la muestra sea
sencillo en términos de manipulacién de la muestra y tiempo de ejecucion y, al mismo
“ticmpo proporcione parametros cromatograficos adccuados de tal manera quc sca f.lcllblc
cl que se aplique eventualmente en un estudio de bioequivalencia. .

4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. Sustancia de Referencia

Nombre Diclofenaco, sal sédica
Marca Sigma
Lote 12HO0G6

4.2. Rcactivos y Equipo
En la tabla 6 se encuentran descritos los reactivos utilizados en el melodo desarrollado.

Reactivo Grado Marca

Agua HPLC Obtenida a  partir de un
equipo MilliQ

Acetonitrilo HPLC Fermont

Acido ortofosférico | RA ACS J. T. Baker

Fosfato Dibasico | RA J. T. Baker

de Potasio

Tabla 6. Reactivos ut’ilizados.

El equipo de cromatografia liquida de alta’ resolucion uuhzado. asf{ como los accesorios
necesarios para implementar-la metodologla sc encuentran indicados en la Tabla 7. aunque
cabe sefalar que ‘el controlador ‘automaticy /gmdxcntc no sc¢- empled para llevar acabo
algan :xslema de gradxcntc smo para controlar las accxoncs dc Ia valvula intercambiadora de
flujo. . .

Ademias del equipo mencionado,'s cmpled el cquipo auxiliar descrito en la Tabla 8:
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Equipo Marca
2 Bombas Isocraticas de ;
doble pistén reciprocante Waters,
Automuestrador Waters
Detector UV Dual ‘Waters

Controlador automatico
de gradiente

Waters -

Vilvula intercambiadora
de flujo de Seis Vias

Valco - VICI

Columna analitica

las esféricas de Sum. .
150 *3.9 nm DI

Guarda columna

rra RP18, particulas csféricas
5 de Spm,
~:25*3.9 mm DI

Programa de
procesamiento de datos
Millenium 32.

" Versién 3.05.01

‘Tabla 7. Equipo de cr 1 empleado
Equipo “Marea Nodclo
Balanza Analitica Mettler AE 260
Centrifuga Sorvall Du Pont RT 6000D
Potenciémetro Beckman 45
Ultracongelador Nuaire UN / G6512Gkl
Refrigerador Revco RECS004A18

Pipcta automatica 5-50 pL

Finnpipetie

Pipcta automatica 40-200 pL Labsystems Finnpipette Digital
Pipeta automdtica 200-1000 pnL Labsystems Fisherbrand
Pipcta de descargas mtiltiples Eppendorf

Baiio de agua con tcmpcratura
controlada

Science /Electronics Inc.

Tabla 8.

auxiliar
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4.3.

Para
-
-

Desarrollo delt Método

iniciar con el desarrollo del método partimos de las siguientes premisas:
Objetivos de la scparacién: purificar, identificar, cuantificar.
El método primcro debe ser capaz de podcr extracr el analito de la matriz biologica
de manera cuantitativa y con un minimo de interferencias, de tal modo que al
inycctar las mucstras cn el sistema cromatografico se tengan tiempos de retencién
reproducibles que permitan identificarlo y a la vez debe ser lo suficientemente
sensible para poder cuantificarlo de manera cxacta y precisa.

En cuanto a las caracteristicas de la muestra:

Dcbido a la naturaleza de la muestra, no se conocen quimicamente todos los
componentes de ]la mezcla sin embargo, es cvidente que no es necesario
resolverlos todos, pero, resulta conveniente implementar un método de extraccién
del analito antes de que la muestra sea inyectada.

El plasma es una matriz muy compleja que contienc un clevado contenido en
proteinas que eventualmente pueden interferir en la determinacidon del analito 'y
ademas pucden daiiar la columna. Es por ello que resulta fundamental implementar
una scrie de pasos encaminados a evitar las interferencias o agentes no descables
disueltos o en suspensién para obtener una muestra lista para el andlisis final.

En cuanto al intervalo de concentracion a cuantificar.

Se establece considerando la concentracién plasmatica maxima. El método debe ser
capaz de cuantificar dicha concentraciéon y 1a que se tenga al cabo de cuatro
tiempos de vida media, de tal forma que se pucda caracterizar de manera adecuada
el perfil farmacocinético. En éste caso la concentracién plasmatica mdxima del
Diclofenaco cuando se administra un comprimido de 50 mg por via oral es de 1.5
mcg/mL, entonces, ¢l método debe ser capaz de cuantificar desde 1500 ng hasta
93.7 ng. Evidentemente que s¢ debe ampliar razonablemente este intervalo para que
se tenga la seguridad de que las muestras analizadas puedan ser cuantificadas.

Entonces podemos plantcar los siguientes objetivos que debe cumplir ¢l método en lo que
se refiere a la extraccién del analito de la muestra:

Con

Reducir ¢l volumen de muestra a introducir en el sistema.

Eliminar interferencias asociadas a la matriz y particulas insolubles.
Concentrar los componentes de interés.

Disolver la mucstra en ¢l medio mas adecuado para cl analisis.
Mcjorar la scparacién.

Recuperaciones cuantitativas y reproducibles.

los clementos anteriores, se comenzoé cl desarrollo del método, para cllo, en primera

instancia sc trabajé cn cl establecimiento del sistema cromatografico, enseguida sc

cfect
coxtra

uaron distintos ensayos para determinar la mctodologia mas adccuada para la
ccion de la muestra.
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Plan

iento Del Si Cromatogrifico.

En la mayoria de los articulos reportados para cuantificar Diclofenaco en plasma mediante
Cromatografia de liquidos dc alta resolucion (ver punto 2.6 “*Métodos rcportados para
Diclofenaco™), se utilizan sistemas en fasc reversa que implican el uso de los siguientes
clementos:

Columnas C18 o bien C8 y fases moéviles con altas proporciones dc fasc
organica. Esto debido a que el analito posee caracteristicas lipofilicas importantes a
pH’s menores que su pka e incluso en su estado ionizado sus propiedades lipofilicas
se mantienen. Esto también da la pauta para que no sea necesario ¢l empleo de
algian par iénico. Los disolventes organicos utilizados son acetonitrilo o metanol.

En general se prefiere el acetonitrilo porque genera picos cromatogrificos mejor
definidos.

Deteccién UV. La molécula de diclofenaco, presenta en su estructura quimica
dobles cnlaces conjugados, lo cual permite que pucda ser detectado a través de
espectrofotometria UV sin necesidad de implementar reacciones de derivatizacion.
Los maximos de absorcion se presentan a 280 nm.

Ante ésta perspectiva, el problema se reduce a plantear un sistema cromatografico en el
cual la fase mévil tenga una proporcion de disolvente orgdnico y solucién reguladora de
fosfatos tales que proporcionen un factor de capacidad adecuado para ¢l Diclofenaco.

El sistema cromatogrifico con el cual se encontraron resultados adecuados fue el su.,ulcnte.

Fase Movil:
Solucién Reguladora de Fosfatos 0.1M PH = 6.5uciirreneninnnnnnnn. 70%

Acetonitrilo 30%
Condiciones Cromatogrdficas: -

Columna X Terra RP 8.

Sistema de deteccién UV a 280 nm.

Flujo: 1 mL /min.

Con éstas condiciones, se tuvo un tiempo de retenciodn para el Diclofenaco de alrededor de
5 minutos, y una seiial cromalograﬁca bien definida cuando se analizaron estandare;
acuosos, lo cual se puede apreciar en la Figura 5:

o.30]
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Es importante plantear las siguientes consideraciones sobre el sistema cromatografico:

e pH. El valor de pH quc tiene la solucién reguladora de fosfatos es de 6.5. Se eligid
porque a este valor de pH, ¢l grupo carboxilo del diclofenaco se cncuentra ionizado
lo que permite que el tiempo de rctencién no sea tan elevado, considerando que es

sistema es de fasc reversa.

e Fuerza iénica. La relativamente alta fucrza iénica es debida a la elevada
concentracién de fosfato de potasio dibiasico de la solucién amortiguadora de
fosfalos, esto permite una prolongada cstabilidad de la muestra al ser inyectada en el
sistema cromatogrifico. Favorece fundamentalmente el que proteinas todavia
presentes en la muestra no precipiten debido a la estabilidad en el pH. Esto tiene

como consecuencia que la vida de la columna aumente.

Plantcamicnto del Método de Extraccién.

Con los clementos anteriores y con el sistema cromatogrifico establecido se ensayaron
distintos métodos de extraccion del analito. Los tipos de extracclon quc se’ ensayaron

fucron los siguientes:
- Precipitacién selectiva.
-  Extraccién liquido / liquido.
- Extraccién fase sélida.
- Cromatografia Bidimensional (Column Switching).

Las caracteristicas de cada una de las técnicas sc presentan a continuacién, y ¢n la seccién 6
s¢ presentan los resultados mas representativos de cada una de las técnicas ensayadas, asi

como sus cromatogramas tipicos.

® Precipitacién selcctiva:

- Permite eliminar proteinas y otros componentes de clevado peso molecular de la

muestra bioldgica.

- Los agentes precipitantes utilizados fueron: Acetonitrilo y Acido Tricloroacético al

10%.
- Es una técnica sencilla y con un tiempo de ejecucién relativamente corto.

e Extraccidn liquido-liquido:

— Se da un fenémeno de particién oe los componentes de la muestra entre dos

disolventes inmiscibles.

— Permite concentrar ¢l analito ya que se pueden ajustar los volimenes de cada

disolvente y posteriormente sccar.
— Sc pucde controlar mediante ajustes de pH y/o fuerza idnica de 1a fasc acuosa.
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e Extraccion en Fase Sélida:

Se presentan fendmenos de adsorcién y particién entre la fase estacmnann.
Permite concentrar el analno de una manera mas sencilla quc la extraccxon IlquldO -
Hquido. :
Ademis, se emplea menor canhdad de, dlsolvcntcs quc c
liquido. .

la‘e tracmén liquido —

lmphca una hmpleza en linca que csencmlmcnte es’una’ extraccion en l'asc sélida
integrada al sistema CLAR.
Envia el analito de interés a la columna nnal(txca libre'de solutos que mter('eran con
el anilisis o afecten la integridad de 1a columna y el dc(cctor. "

Permite el andlisis automatizado rapldo robusto. ‘sensible, selccllvo. exacto y
preciso de muestras complejas. §
Permite concentrar el analito de una manera muy s:mple y mpxda. .

En la seccién de “Condiciones de Trabajo™ (seccién 4.4.3), se e\phca de manera
detallada como opera el sistema de extraccién en linea

Como sc mostrara mas adelante, se decidié implementar una metodologia innovadora para
Ia extraccion de Diclofenaco cn muestras plasmaticas.

La metodologia que se desarrollé para la extraccién del analito y su justificacién es la
siguicnte:

Transferir 0.50 mL de la muestra a un tubo Eppendorf de plistico de 1.5 mL.
Adicionar 1 mL de Acetonitrilo. Agitar con agitador tipo vértice durante 3 minutos.
Esto permite eliminar una gran cantidad dc proteinas y otros componentes de
clevado peso molecular.

Calentar 5 minutos a 40° C. Esto con cl objeto de mejorar la desnaturalizacién de
las proteinas.

Centrifugar a 3500 r.p.m. durante 15 minutos, a 10°C. De ésta manera se separan
los componentes precipitados y los que atin estan en disolucién.

Transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf de plastico de 1.5 ml..

Evaporar a sequedad con corriente de nitrégeno suave a 40°C. Esto con la finalidad
de poder concentrar el analito.

Reconstituir con 250 mcL de fase moévil, agitando en agitador tipo vértice durante 2
minutos.

Inyectar 50 mcL al sistema cromatografico. Iniciaimente se habia planteado inyectar
un volumen pequeiio de muestra en el sistema cromatografico. sin embargo, éste
problema se ve disminuido porque el Diclofenaco es retenido en la guardacolumna
que funciona como una columna concentradora. La fase mévil de lavado contiene
una proporcién de 15% de acctonitrilo y 85% de solucién reguladora de fosfatos lo
cual tiecne como consecuencia la retencién del Diclofenaco en la guardacolumna y
posteriormente con la fasc moévil de elucién la muestra pasa a la columna analitica
dondc propiamente ocurre la separacién.
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4.4. Descripcion del Método

4.4.1. R ivos, Sol

y Equipo

4.1.1.1.Reactivos:

Apgua grado HPLC

Acetonitrilo grado HPLC

Acido ortofosférico RA ACS
Fosfato de potasio dibasico RA ACS

4.1.1.2.Solucioncs:

Solucién amortiguadora de fosf: pH 6.5

Pesar 17.418g de fosfato dibasico de potasio y transferirlos a un matraz volumeétrico de
1000mL, disolverlos en 900mL dec agua HPLC, ajustar potenciométricamente el pH a
6.5 con acido ortofosférico y mezclar. Llevar a volumen con agua HPLC.

Fase moévil de lavado (FM1).

Mezclar volimenes de acetonitrilo y solucién reguladora de fosfatos pH 6.5 para
obtener una proporcién 15:85 respectivamente. Filtrar a través de una membrana de
0.45 nm y desgasificar con vacio.

Fase movil de elucion (FM2).

Mezclar volimenes de acetonitrilo y solucién reguladora de fosfatos para obtener una
proporcidon 30:70 respectivamente. Filtrar a través de una membrana de 0.45 pm y
desgasificar con vacio.

Solucién de lavado de [a columna.
Moczelar voliimenes iguales de acctonitrilo y de agua. Filtrar a través de una membrana
de 0.45 um y desgasificar con vacio.

Blanco dc reactivos (BR).
Preparar igual que las muestras, utilizando agua en vez de muestra de plasma.

Blanco de plasma (BP).
Preparar igual que las mucstras, utilizando plasma blanco en vez de muestra de plasma.

Preparacion de los puntos control (PC)
Preparar igual que las mucstras.

Solucion de adecuacion del sistema (SR)

Transferir 0.15 mL de SD a un matraz volumétrico de 5 mL. Llevar a volumen con
agua. Concentracion final de Diclofenaco: 1200 ng /mL.
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Solucién concentrada de Diclofenaco (SD) .

Transferir el equivalente a 50 mg de Diclofenaco, pesados con exactitud, a un matraz
volumétrico de 50 mL. Disolver y llevar a volumen con me!anol Concentraclén t'nal
dc Diclofcnaco: 1000 meg /mL

Solucid Adcl:"' (SA) e
"Llevar a

‘Llevar a

Preparacion de 1a curva de calibracién pla
Transferir a matraces volumétricos de; 5- mL"1

indican en la Tabla 9. Llevar a volumen con :
las muestras. )

{ las soluciones que se
r de la misma manera que

Concentracion final
Ldentificacion Solucién ' de Diclofenaco
. T (ng /mL)

Cl1 SA . } - 0.25 2000
C2 SA . 0.20 1600
C3 SA - 0.15 1200
[eX) SA - 0.10 800
C5 SA - 0.05 400
CG SB 0.20 100
C7 SB 0.10 50

CS8 SB 0.05 25

‘Tabla 9. Prepnmciéh de la curva de calibracion

4.1.1.3.Equipo.

Cromatégrafo de liquidos de alta resolucidn equipado con automuestrador y dos bombas
isocriticas, acoplado a un detector UV, con capacidad de detectar a 280 nm.

Se empled una columna X Terra RP 8, rellena particulas esféricas de 5 pm, de 150 mm de
tongitud y 3.9 mm de diametro intemo, y una guarda columna X Terra RP 18, rellena de
particulas de 5 yun, de 25 mm de longitud y 3.9 mm de diametro interno.

Ademas se empled una vilvula intercambiadora de flujo de 6 vias.
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4.4.3.;

M, dologia A Yies,

Transferir 0.50 mL de la muestra a un tubo Eppendorf de plastico de 1.5 mL.
Adicionar 1 mL de Acetonitrilo. Agitar con agitador tipo vértice durante 3 minutos.
Calentar en baiio de agua durante 5 minutos a 40° C.

Centrifugar a 3500 r.p.m durante 15 minutos, a 10° C. .

Transferir cuidadosamente el sobrenadante a un tubo Eppcndorf‘ de plnsuco de Ls
mL.

Evaporar a sequedad con corriente de nitrégeno suave a 40" C.
Reconstituir con 250 L. de fase mévil de lavado (FM]) y agltar en agllador tipo
vértice durante 2 minutos.

Inycclur 50 mcl. al sistema cromatografico.

Condiciones de Trabajo

El sistema cromatobraﬁco debe de constar del equipo necesano para dar las siguientes

condlmones.

: Velog|dad de ﬂ\.ll_:‘c‘:,::;n?;;(;:;:n fase movil de 0 F“L /"_’“,‘-
Velocndad de ﬂlgl?l;gr:?g&;)on fase movit de < E Y o'k fmin.
Volumen de Inyeccién o2+ 50 meL
‘Temperatura de la columna Ambiente (20-25°C)
Respuesta Arca
Longitud de onda 280 nm
Tiempo de corrida 15 min.

Condiciones de 1a vdlvula intercambiadora de flujo:

Se activd el switch 1 desde el inicio de la inyeccién de la muestra hasta ¢l minuto
cuatro. Durante este periodo, la muestra es inyectada cn la guardacolumna a través
dec la cual fluye la Fase Mdvil de Lavado (FM1), el analito de interés queda
retenido en la guardacolumna mientras que los componentes de! plasma que se
desean eliminar salen hacia los desechos, en tanto que la columna analitica es
acondicionada con la Fase Mévil de elucién (FM 2).

Esta accidn se esquematiza en la Figura 6.

A los cuatro minutos sc activd ¢l switch 2. Al activarlo, la FM 2 entra cn la
guardacolumna y eluye cl analito hacia la columna analitica. Mientras, a través de
la guardacolumna fluyc la FMI, la cual la limpia y la acondiciona para la siguicnte
inycccion.

Esta accion sc esquematiza en la Figura 7.
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Figura 7. Diag repr ivo del i lead: do con el switch 2.
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4.5. Calculos

Curva. ; : PR WL Y
El intervalo que abarca la curva. ps de 25 a 2000 ng ImL Reallzar un anahsns de regresion
lmcal por minimos cuadmdos, mplcando la conccnlracuon de’ chlol‘cnaco como variable

Conbenlrdcién =

Donde: 3= respuesta de la muestra,
m = pendiente de la curva.
b = ordenada al origen.

4.6. Criterios de Aceptacién de la corrida Analitica.

— Las soluciones BR y BP no presentan secilales que interfieran con la sefal del
compuesto de interés.

— Larespuesta de 5 inyecciones consecutivas de la solucién SR tlcne un CV menor o
igual a 2.0 %.

- EIl porcentaje de desviacidén absoluta de los puntos de la curva, con respecto a la
concentracién nominal, al interpolar la respuesta en la curva generada. no es mayor
a 15% ni mayor a 20% para el punto mis bajo de la curva (25 ng /mL).
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5. PARAMETROS DE VALIDACION DETERMINADOS

5.1. Selectividad

Preparac:on de muestras.
Se prepararon blancos dec plasma como indica como se indica en el punto 4.4.1 para la

preparacion de blancos de plasma (BP), dc 6 lotes de plasma provenicntes de dlferenles
sujctos.

Criterio de aceptacion.

Ninguno de los 6 lotes probados debe presentar interferencias en el tiempo de retencién del
Diclofenaco sddico.

5.2. Recuperacién Absoluta

Preparacion de muestras.

Se prepararon muestras plasmiticas a las concentraciones de 40, 600 y 1800 ng /mL, y
soluciones acuosas a concentraciones de 80, 1200 y 3600 ng /mL. Las concentraciones de
las soluciones acuosas corresponden a las concentraciones tedricas de las muestras, después
de ser procesadas. Las disoluciones acuosas se inycctan directamente en la columna
analitica, sin el emplco de la valvula intercambiadora de flujo.

Cdlculos

- Se obtuvo ¢l promedio dcl drea del pico del Diclofenaco para cada nivel de concentracién
de las muestras plasmaticas.

- Se obtuvo el porcentaje de recobro absoluto para Diclofenaco comparando la respuesta
promedio del Diclofenaco en plasma con la respuesta correspondiente en solucién acuosa.

- Se determind cl porcentaje de recobro para todas las concentraciones probadas, asi como
cl promedio global.

Crirerio de aceptacién

- El promedio del porcentaje de recobro absoluto para Diclofenaco no debe variar = 15 %
dcl promedio en todos los nivceles.

5.3. Exactitud, Precision y Linealidad

Preparacion de muesiras.

Se prepararon curvas a partir de pesadas independientes para cada dia de analisis y
muestras adicionadas con Diclofenaco, a concentracionces de 40, 600 y 1800 ng /mL.
Las muestras y las curvas sc almaccnaron a -40°+ 5° C,
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Parte experimental
Sc cvaluaron conjuntamente la linealidad, exactitud y precnsnon dv..l método durante un
periodo de 3 dias de la siguicnte manera:

— . Lincalidad: Se analizé una curva por di'\ dc lrabnjo dummc 3 d!as. L

= . Reproducibilidad: Se tmahzaron duranteé 2 de los 3 dias las’ mucslras adicionadas por
triplicado.

— Repetibilidad: Se analxzé durante un dfa.

las’mucstras adicionadas por sc.\'luplicado.

Cdlculos:

Linealidad. i
— Para Ias curvas gencradas, se obtuvo: Ia epu

como variable independiente (x) y la respucsm
(Iepcndlcnte 0O9.

diferencia relativa para cada concentracié

C riterios de aceptac:an.

20%.

Precision, : :
— Con las conccnlnc:ones de las muestras lmcrpo a . durante los tres
dias de este c‘(penmcmo. se calculd el promedio, desviacién estandar. ' coeficiente
de variacion (CV) para cadn m\ cl probado. : :

Criterios de acepmcwn.
Cualquier valor de cocficiente de vanacnén no debc ser mayor del 15 %.

Exactitud.

£n cada uno dec los experimentos, sc obtuvicron las conccnlmcnoncs interpoladas de

las muestras en la Curva.

— Se calculd el porcentaje de difercncia para cada muestra y cl promedio para cada
concentraciéon probada con las concentraciones interpoladas en a curva, de las
muestras adicionadas para los dos dias de reproducibilidad.
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— Se calculd ¢l porcentaje de diferencia para cada muestra y cl promedio para cada
concentracién probada con las concentraciones interpoladas en la curva, de las
mucstras adicionadas para el dia de repetibilidad,

Criterio de aceptacion.

En todos los casos, la dxferen a relauw\ del promedio no debe ser mayor al 15 % respeclo
al valor nominal. X

5.4. Rango

Se consnderé como cl mngo de este método analmco a aquel intervalo de com.cnlr'\cloncs a
lo largo del cual se demostrd linealidad, precision y exactitud.

5.5.. Fstabil 1 ind de 1a Muestra cn»el Disolvcntc de Inyecccién

Parte a\‘perlmenlal . :

Se procesaron -y anahzaron muestras plasm{mcns adlclonadas ‘de; chlofc aco | sodlco‘
(tiempo cero); las muestras procesadns se mantuvieron en el aulomucslrcador a tcmpcralum
ambiente 'y se:reinyectaron después de 48 horas. Las™ respucstas
interpolaron en una curva procesada y analizada el dia de anahs:s correspondlcnlc a las'48
horas.

Criterios de aceptacion . .

Se considerd que la muestra procesada es estable durante 48 horas si el promedio de las
concentraciones obtenidas no diferia en % 15 %, del promedio de las concentraciones
obtenidas al tiempo cero, ¥ si el coeficiente de variacién no era mayor al 15% en los niveles
probados.

5.6. Estabil

dad de 1a Mucstra a ciclos de Congclaciéon-D lacié

Parte experimental

Las muestras sc someticron a tres ciclos dec congelacién-descongelacién (-40° C --
temperatura ambiente). Una vez terminados los ciclos, se procesaron por triplicado y sc
interpolaron cn una curva recién preparada.

Criterios de aceptacion
Sc considerd que la muestra es estable a ciclos de congelacién descongclacion si la

concentracidén interpolada no diferia en £ 15 %, de la concentracidén adicionada, ademas de
cumplir con los criterios de precision.

48



5.7. Limite de Deteccién

Preparacion de rmuestras.

Se prepard una solucidn de Diclofenaco sédico en plasma a una concentraciéon de 15 ny
/mL y se proceso por triplicado.

Ceilculos

Sc obtuvieron los cromatogramas y sc calculd la rclamon seh'\l / rmdo para cI pico de
Diclofenaco sddico.

Criterio de aceptacién

Sc consideré que 15 ng /mL era cl lmmc de deteccion si ‘lab relucion senal / ruido se
cncontraba entre 2:1 a 4:1 ST T -

5.8. Limite de Cuantificaciéon

Parte experimental : ERRE TR
Se analizé por sextuplicado la conccntr’xctqqde 25 ng /mL

Cdlculos

Se calculd la concentracién de Du:lofenaco en las cinco rephcas ¥y se dclermmo l:| c\acutud
y preeision para esta concent

Criterio de aceplac:on
La diferencia del promedio de la conccntraclén
la concentracién adicionada

terpolada o es mayor del 20°,o respecto a
enoro |gual al ”O,o.,,
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Resultados del Desarrollo del Método

G.1.1.

Resultados de la Precipitacion Seclectiva

En las figuras 8 y 9 se presentan los cromatogramas representativos de la precipitacion con
Acctonitrilo y con Acido Tricloroacético, respectivamente.

de Pr

Preciy

S$00uL plasma + 2ml. ACN

Vartex 10° y centrifugacion
2 3000 r.p.m. 10°

Separar sobrenadante,
evaporar y reconstituir cn
fase movil

McOH.......
Buffer pH=2.5.

Se presentan  demasiadas  senales que
interfieren con la sciial del Diclofenaco.

En los blancos plasmiticos se
demasiada interfercncia. Los
oscilaron alrededor del 90 %%,

registra
recubros

500uL plasma + 250 pl.
TCA 10%

Vortex 10° y centrifugacion
a 3000 r.p.m. 10

Inyectar una alicuota del
sobrenadante

MeOH.......
Buffer pH=2.5,

Las sceiales que interficren en los blancos de
1 dismi bl

¥ 2
y en los blancos acuosos no se registran
interferencias,

Sin embargo los recobros de los estindares
plasmiticos son menores al 10%.

©. 005

©.000]

ERA

Figura 8. C

20.00
rinutes

2200 16.00 38.00 20.c0

ep ivo d¢ una mucstra plasmaitica adicionada de
Diclafenaco (2000ng/mL). tratada con Acetonitrilo,
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o.cos

I8
é
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0.00 2.00 4.00 €.00 ®.00 10700 12700 14700 1600 10l00 20.00
tinuces
Figura 9. Cromatograma representativo de una 1 ati tict da de

Diclofenaco (2000ng/mL ). watada con dcido Tnclomaceluo al 10%%.

6.1.2. Resultados de Ia Extraccién Liquido-Liquido

En la figura 10 se presenta un cromatograma tipico de una muestra plasmatica adicionada
de Diclofenaco (2000 ng /mL) que fue tratada medianle una extraccién liquido ~liquido.

FRALTANITENTO DY NIUESTRA
BPLOASNTIAN T e A

I AN NN R RN NN

Extr i6n Liquido - Liq
500 pl. plasma + 600 uL H;PO, 1M

Los cromatogramas dc  los blancos
acuosos y dc los estandares acuosos
NMeOH. . ... 70% presentan l(nc':as bases muy estables v
Bufter pH=2.5...30% libres de mlerf:reucms. p:ro las

Mezclar en vortex por 10 seg. y afadir 5
mL de Ja solucién de
Extraccién (hexano-alcohol isopropilico
95:5 v / v). Mezclar en vértex por 1°,

ntan
demasiadas schales que mlcrﬁcrnn con

Cemtrifugar a 3000 r.p.m. por 10°, tomar 1a seiial del Diclofenaco

4 mL dc 1a fase orgdnica y evaporar.

o.01s.
g
-
o.010] .
2
o.00s]
©.000]
0.00 2.00 4.00 €.00 ®.00 1000 12300 1e.00 16.00 18.00 20.4

Figura 10. Cromatograma representativo de una mucstra plasmatica adicionada de
Diclofenaco (2000ng/ml.), tratada mediante una extraccion liquido — i
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6.1.3. Resultados de 1a Extraccion en Fasc Solida

En la figura 11 se presenta un cromatograma representativo de una muestra plasmatica
adicionada de Diclofenaco (2000 ng /mL), quc tuc tratada mediantc Extraccién cn Fasc
Sélida con Cartuchos de extraccion Sep Pak Vac.

FTRATANIIEN Ty oAt
NUBSTRA PLASNIN LN ASTEANRN
Extraccion cn
Cartuchos OASIS, Sep-Pak Vac y Con los cartuchos OASIS, se obtuvicron recobros hasta
Bakerbond del 80% cn estindares acuosos.
Acondicionar cartuchos con ImL Con los cartuchos Sep Pak Vac, igualmente sc
de McOH y ImL de Agua ron recobros alrededor del 70 - 8&0% para
larcs y para los andares pl aticos los

Cargar 500 upl  de plasma recobros son muy bajos.
acidificado con GO0 puL de HiPO, | McOH.....70%
™M Buffer Con los cartuchos Bakerbond, los recobros alcanzaron

pH=2.5.....30% }cl 100% para los csmndarcs acuosos y para los
Lavar con suficientc cantidad de and pl se alc f=¢°b'05 del 68%,
McOH 5% acuoso d de muy b P del p
Eluir con McOH puro,
sequedad
R ituir con Fase M6

0.002
2 o.om]-
0.0004 -
P P M S T~ T = —1- =
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Minutes
——— Muestra D2-E
Figura 11. C dec una ! ati dici de Dicl (2000ng/mL),

tratada mediante una Extraceion en Fase Séhda. cn la que el recobro del Diclofenaco fue nulo.
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6.1.4. Resultados de la Extraccién cn Linca

En Ia figura 12 sc presenta un cromatograma represcntativo de una mucstra plasmatica
adicionada de Diclofenaco a 2000 ng /ml., tratada con una extraccién en linea.

Extraccién en Linca

Precolumna Tratamiento de muestra ll-::‘s\c.;g: Resultados
Ninguno ::;Ss‘: al 505 | El Diclofenaco tuvo un t = 3min., micntras
que las interferencias plasmaticas provcnicmes
‘Waters Acidificar 500uL de de un blanco cluyeron hasta los 2 min. Sin
nBondapak plasma con GOOuL de NMeOM cmbaq,o la efi de 1a pr
cis H,PO, 1 ;ﬂ":oso al al incr cl
204 v 0% nuamero de inyccciones.
Centrifugar a 3000 rp.m °a.2% | El pico presenta cierto grado de *“coleo™.
por 135°
Los bl noy inter
\Waters Nova- N | NeOH alguna con la sehal . del 'Diclofenaco. sin
PPak C8 No sc traté plasma N acuoso al | embargo cl factor de asimctria de las sciiales es

20% alto, los recobros son bajos y el facior de
P capacidad muy bajo.

Con ¢l uso del ACN en luq.nr del MeOH.
. - y sz el coleo di sin
Symmictry .. gsl:\l”c.x:“l- ° embargo cl factor de capacidad es muy
Ci18 PpH=6.5....85% bajo, !a limpicza de la muestra no es
S muy buena ya que existen interferencias

con la seial del diclofenaco.

: B ACN.......10% . .
Pinkerton L : e " El pico se parne pronunciadamcnte. no
y t 1 P
GFF 11 No se.trato p nsn:a pB;;tZ‘;ro ..... 90% hay reproducibilidad.

- ACN, 120 Picos bien definidos y recobros.
X Terra C18 No se traté Buffer pH = pmcucamcnu del 100%. sin embargo

L G6.5..85% interfer i

- El coleo encontrado es minimo.
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Figura 12. C > cpr ivo de una § ici
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Dec acuerdo con los resultados obtenidos, podemos plantear las siguientes consideraciones:

La precipitacion selectiva es un método sumamente sencillo y rapido, sin embargo,
la limpieza no es muy efectiva cuando se utiliza acctonitrilo como agente
precipitante, pues existen seilales que interfieren con el pico del diclofenaco. La
limpieza se ve notablemente mejorada cuando se utiliza acido tricloroacético al
10%, pero disminuye considerablemente cl recobro.

En la extraccién liquido-liquido se utiliza una gran cantidad de disolventes, cl
procedimiento es considerablemente mas laborioso y la limpieza de la mucstra no
muy eficiente, pues existen picos que interfieren con el de diclofenaco.

La extraccion en fase sélida auin cuando proporciona bucnos resultados ¢n cuanto a
limpieza de la muestra y recobros obtenidos, es un procedimiento muy prolongado y
su costo es considerablemente mayor a los antcriores.

L.a extraccién en linca implica una extraccidén en fasc sélida integrada al sistema
CLAR. Envia el analito de interés a la columna analitica practicamente libre de
solutos que interficran con ¢l analisis o afecten la integridad de la columna y cl
detcctor. Permite ¢l analisis automatizado rapido, robusto, sensible. selectivo,
exacto y preciso de muestras complejas, aunque, particularmente en éste caso la

limpicza dec la muestra no fuc la mejor. ya que cventualmente aparccian picos que
interferian con cl del diclofenaco.
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Con estos elementos, resulté conveniente el plantcar una metodologia de extraccién en la
que se combinaran dos técnicas. Por ejemplo la precipitacién selectiva con acetonitrilo y la
extraccion en linea,

Dec esta manera se combinan las ventajas de ambas técnicas, lo cual trajo como
consecucncia que por un lado se obtuviera un método sencillo y ripido de
desproteinizacién de la muestra con acetonitrilo scguido de una limpieza en linea utilizando
un precolumna XTerra C18 la cual mejora considerabl te la limpi de la a.

Debido a que practicamente la limpieza de la muestra es automatizada, no fue necesario el
emplec de un estandar interno pues los resultados como se discutirda mas adelante son -
lincales, cxactos y precisos.
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6.2. Resultados de los Parimetros de Validacién Determinados
6.2.1. Selectividad ’

En ia Figura 13 sc muestra €l cromatograma que corresponde a uno de los 6 lotes diferentes
de plasma probados. En esta figura se puede apreciar que no se presentan interfercncias al
56

tiempo de r i6n del Diclof ico, do se rcaliza la lectura a una longitud de
onda de 280 nm.
En la figura 14 se presenta el cromatograma tipico de una muestra pl atica adici da de
Diclofenaco sddico a una concentracién de 1200 ng / mL.
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Figura 14. Cromatograma tipico de una a & ici da de e bdico a una

concentracién de 1200 ng /mL
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6.2.2. Recuperacion Absolut.a

En la Tabla 10 se prescntan los resultados del experimento de rccuperacion absoluta. En
esta tabla se puedc observar que el promedio del porcentaje de recobro para Diclofenaco es
de aproximadamenie 96%. También se puede observar que el porcentaje de rccobro
absoluto para Diclofenaco no varia = 15 % dcl promedio en todos los nivcles.

CONCENTRACION DE % DIFERENCIA
DICLOFENACO % RECOBRO RESPECTO
(ng /mL) AL PROMEDIO
40.00 91.04 -5.8
600.00 92.97 -3.7
1200.00 105.5 8.7
PROMEDIO 96.6

Tabla 10. Resultados para la Recuperaciéon Absoluta

6.2.3. Linealidad, Precisiéon y Exactitud

Linealidad

En la tabla 11 se muestra un resumen de los resultados de la linealidad del método y en l1a
tabla 12 sc¢ resumen los estadisticos de regresion de las curvas obtenidas durante los tres

dias de andlisis.
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LT CONCENTRACION CONCENTRACION
DlA | IPENTIFICACION CTEOGRE

% DE
: B CA RESPUESTA INTERPOLADA - Y
. DE MUESTRAS % (ng /mL) (ng ImL) DIFERENCIA
2000 418428 2007.8 0.4
1600 332054 1591.8 -0.5
- 1200 247750 1185.7 -1.2
1 - 800 170667 814.4 1.8

86675 409.8 2.5
20819 92.6 L-7.4
11787 49.1
~ . 6531 23.8 .
~ 400973 - "1980.2
/326824 1613.2-
245608 | 1211027
2 163993 . [:. ' 807.2
81802 .'400.3
20358 1962
9915 -44.5
5450 224 [
374883 2014.1 | - -0.7
218055 - 1170.9 3 )
148395 796.4 L L0.5
3* 79534 426.1 6.5
17400 92.1 -7.9
9944 52.0 3.9
4654 23.5 -5.9

Tabla 11.Lincalidad det método.

*La muestra C

2 en el dia tres, se perdié durante su tratamiento por lo que se anula de la
tabla. . .
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Dia Ecuacion de la recta - 1~
1. | ‘y="-207.6x+ 15956 : 0.9998

1202.0 x+ 931.6 .

En cstas tablas se puede observar.que,
relativa para 'cada punto con rcspccto
al 20% para el punto m"ls ba_;o de

niaje de dlfercncm
1 1: o v no mayor

Exactitud.

En la tabla 13 se muestran los resultados de los. cxpcnmemos de c\actnud. Se puede
observar quc tanto en los resultados globales como en los tres dias'de anilisis. para los tres
niveles de concentracidn evaluados, 1a diferencia del promcdlo no es mas dcl 15 % respccto
a la concentracién adicionada de Diclofenaco.

Prccision

En la tabla 13 se muestran los resultados de los experimentos de precision. Se pucide
observar que tanto en los resultados globales como cn los res dias de analisis. para los tres
niveles de concentracién evaluados, el coceficiente de variacién de la concentracién de
Diclofenaco no es mayor a 15%.

Jan LA BIBLIOT "CLL-
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COX\CENTRAC[()N ADICIONADA DE DICLOFENACO

(ng /ml)
1800 T 600 40
DIA DE ANALISIS |- CONCENTRACION lNT::nl;I;'(')‘L;\DA DE DICLOFEN ACO

1685.7 599.0 39.6
: 1

1768.3 616.9
1877.2 591.8

PROMEDIO 1777.1

-DESV. EST.- - | 96.0
eg G 5.4
9 DE DIFERENCIA|

2

PROMEDIO

Y%DE DIFI EREN

PROMEDIO
DESV. EST. .- : 62.3
v C.V. o 3.8
2% DE DIFERENCIA -10.0

RESULTADOS GLOBALES

PROMEDIO 1717.5 594.6 384
DESV. ESTANDAR 107.4 34.7 3.3
C.V., 6.3 3.8 8.6
% DE DIFERENCIA -3.5 _0.8 3.4
Tabla 13 1] de Precision y Exactitud del mé desarrollado
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6.2.4. Rango

Se cstablecié como rango para este método analitico, de 25 a 2000 ng /mL de Diclofenaco
ya que se demostréd que en este intervalo de concentraciones el método es lineal, exacto y
preciso.

6.2.5. Estabilidad de la Muestra en el Disolvente de Inyeccién

Los resultados de la cstabilidad de la muestra cn el disolvente de inyeccidon se muestran en
la Tabla 14. En esta tabla se puede apreciar que las muestras procesadas son eslables .
durante 48 horas ya quc ¢l promedio de las concentraciones obtenidas a las 48 horas no
difiere en = 15 %, del promedio de las concentraciones obtenidas al tiempo cero, y el
coeficiente de variacién de la concentracién interpolada no fue mayor al 15% en los niveles
probados.

[CONCENTRACION CUANTIFICADA DE
DICLOFENACO AL

ITIEMPO CERO (ng /mL)

1777.1 | 602.6 | 38.6
ICONCENTRACION CUANTIFICADA DE
IDICI.OFENACO A LAS 48 HRS (ng /mL)

1768.2 651.6 42.0
1793.0 645.3 34.0
1831.1 611.9 39.9
PROMEDIO 1797.4 636.2 38.6
DESV. ESTANDAR 31.7 21.3 4.1
GV 1.8 3.4 10.7
26 DE DIFERENCIA 1.7 5.6 0.1
Tabla 14, dela E ilidad de la a en el d de iny O
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6.2.6. Estabilidad de la Muestra a ciclos de Cong ién-D gelncié

Los resultados de la evaluacién de la estabilidad de las muestras a ciclos de congelacién —
descongelacién (-40 °C — temperatura ambiente) se muestran en la Tabla 15.

CONCENTRACION ADICIONADA DE DICLOFENACO (ng /mL)

1800 | 600 1 40

ICONCENTRACION CUANTIFICADA DE DICLOFENACO DESPUES DE
{3 CICLOS DE CONGELACION /DESCONGELACION (ng /mL)

PROMEDIO 1804.7 601.4 34.6
DESV. ESTANDAR 87.9 77.6 1.7
C.V. 4.9 12.9 4.9
%6 DE DIFERENCIA 0.2 0.2 -13.6
Tabla 15. dos de E. ilidad a ciclos de lacién —d i6

En esta tabla se puede apreciar que las muestras son estables a tres ciclos de congelacién-
descongclacion ya que cl promedio de las concentraciones obtenidas no difierc en %= 15 %
del promedio de las concentracioncs adicionadas, y el coeficiente de variacion de la
concentracién interpolada no fue mayor al 15% en los niveles probados.

6.2.7. Liniite de Detecciéon

En la figura 15 se muestra ¢l cromatograma dec una solucion de Diclofenaco en plasma a
una concentracién de 15 ng/ mL. En esta figura se puede observar que la sefial de
Diclofenaco presenta una relacién con respecto al ruido entre 1:2 y 1:4. Dado lo anterior,
puecde considerarse 15 ng /mL como el limite de deteccion para este método.
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Minutes
Figura 15. Cr ama de § do de Diclofi 3 una concentracién de 15 ng/ mL.
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6.2.8. Limite de Cuantificacién

En la tabla 16 se¢ mucstran los r itados de la eval i6

del limite de cuantificacién.

CONCENTRACION ADICIONADA DE
DICLOFENACO (ng /mL)
25.0
CONCENTRACION INTERPOLADA DE

DICLOFENACO (ng /mL)

Réplica 1 24.3
Réplica 2 25.7
Réplica 3 22.8
Réplica 4 23.4
Réplica 5 23.0
Réplica 6 22.3
PROMEDIO 23.6
DESV. ESTANDAR 1.2
C.V. 5.2

2 DE DIFERENCIA -5.7

‘Tabla 16. Itados de la deter i

del limite de cuantificacién.

En esta tabla se puede apreciar que la diferencia decl promedio de la concentraciéon
interpolada no es mayor del 20 % respecto a la concentracién adicionada de Diclofenaco
(25 ng /mL) y que el coeficiente de variacion de las 5 réplicas analizadas no es mayor a
20%.

En la figura 16 se muestra un cromatograma correspondiente a una de las réplicas
analizadas para determinar el limite de cuantificacién en muestras plasmaticas.
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h N
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Figura 16. Cromatograma de

a una concentracién de 2S ng/ mi.

Con base en los resultados antcriores se establece como limite de cuantificacidn para este
meétodo la concentracién de 25 ng /mL.
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7.

CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones experimentales necesarias para cuantificar
diclofenaco en plasma humano mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucién, en un intervalo de concentraciones de 2000 ng / mL a 25 ng / mL.

El tratamiento de la mucstra propuesto es sencillo en términos de manipulacién y
tiempo de ejecucién.

El sistema dc cromatografia empleado proporciona parametros cromatograficos
adecuados, lo cual trac como consecuencia que los criterios de vazalidacién
determinados muecstren que el método desarrollado cumple con los requerimicntos
de sensibilidad, exactitud y precisién, para ser empleado en el anilisis de muestras
de estudios de bioequivalencia.

El método permite detectar de manera confiable hasta 15 ng / mL de Diclofenaco en
plasma.

Las muestras una vez procesadas, son estables hasta por 48 horas a temperatura
ambiente.

Para que ¢l método pueda emplearse en estudios de biodisponibilidad o
bioequivalencia se requiere complectar la validacién realizada.
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