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Resumen

I. RESUMEN.

La determinacion de niveles plasmaticos de farmacos de uso comiin es un
aspecto importante en la interpretacién del comportamiento farmacocinético y
terapéutico del principio activo en estudio; para tal fin, es necesario contar con un

método analitico validado que proporcione resultados confiables.

En el presente trabajo se optimizd un método analitico por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién (CLAR) y deteccion UV para cuantificar fluoxetina en
plasma. La fluoxetina es un farmaco ampliamente usado en nuestro pais para el

tratamiento de la depresion.

Los aspectos principales optimizados, fueron obtener las condiciones
cromatograficas adecuadas como son la columna, componentes y proporcion de la
fase movil, efectos del pH y temperatura, rango de concentracion, técnica de
extraccion, entre otras, para posteriormente validar el método bajo los parametros de
linealidad, precisién (repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio), exactitud,
limite de cuantificacion, limite de deteccion, selectividad, recobro absoluto y
estabilidad de la muestra bajo condiciones de almacenamiento, establecidas en la
NOM-177-SSA1-1998.
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IL- INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

La depresion es uno de los mas serios y comunes padecimientos de la salud
mental que enfrenta las sociedades modernas. En la actualidad, millones de personas

en el mundo sobreviven en medio de esta enfermedad.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indic6 que la depresion se
convertira en el afio 2020 en la segunda causa de incapacidad en el mundo, detras de
las enfermedades isquémicas (infartos, insuficiencia coronaria, accidente

cerebrovascular) mientras que en el afio 2000 ocupaba el cuarto lugar (1).

De ahi que desde los distintos organismos sanitarios se esté potenciando la
investigacion para intentar controlar este trastorno mental, cuyo indice de
prevalencia, lejos de disminuir, amenaza con incrementarse a medida que transcurra
el siglo XXI.

La fluoxetina es un agente antidepresivo que tiene una vida media de
aproximadamente 2 a 3 dias y actualmente es muy empleado en la practica clinica
para el tratamiento de dicha enfermedad.

La optimizacién de esquemas farmacoterapéuticos que lleven a un mejor control
de la depresion mental, requiere entre otros aspectos, ¢l de caracterizar los niveles
plasmaticos del farmaco administrado, y para tal fin es necesario contar con
metodologia analitica validada, por lo que se realizo el presente trabajo con los

siguientes objetivos:

1. Optimizar un método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

(CLAR) para cuantificar fluoxetina en plasma, para posteriormente utilizarlo en
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estudios de bioequivalencia, biodisponibilidad o farmacocinética y de esta forma

tener un método mas aparte de los ya reportados para los fines mencionados.

. Validar el método de acuerdo con los criterios de aceptacion de la NOM-177-
SSA1-1998, estos criterios son: linealidad, precision (repetibilidad y
reproducibilidad), exactitud, limite de cuantificacion, limite de deteccion,

selectividad, recobro, estabilidad de la muestra analitica y tolerancia.
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II1.- GENERALIDADES.
3.1 DEPRESION (1,2).

El término depresion viene del latin depressio: hundimiento. La depresion es
un estado mental caracterizado por sentimientos de culpa, desesperanza, melancolia,
desanimo y la impresion general de que no merece la pena vivir. Puede haber también

un deterioro de las funciones mentales y fisicas, como apetito, suefio y trabajo.

Muchos creen erréneamente que la depresion es normal en personas mayores,
adolescentes, mujeres menopausicas, madres primerizas o en personas que padecen
enfermedades cronicas. Pero éste es un concepto equivocado, no importa la edad, el

sexo o la situacion de la vida, la depresion nunca es algo normal.

3.1.1. TIPOS DE DEPRESION (1,2).

De acuerdo a la sintomatologia que se padezca, la depresion se clasifican en
diferentes tipos.
Los tres tipos de depresion mas comunes son:
* Trastorno depresivo mayor
* Trastorno distimico y

* Trastorno bipolar.

Trastorno depresivo mayor.

Se manifiesta por una combinacion de sintomas que interfieren con la capacidad para

trabajar, estudiar, dormir, comer y disfrutar de actividades que antes eran placenteras.
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Trastorno distimico.

La distimia es mas frecuente en las mujeres que en los hombres y también
puede afectar a los nifios. Es un tipo de depresion menos grave, incluye sintomas
cronicos (a largo plazo) que no incapacitan tanto, pero sin embargo interfieren con el
funcionamiento y el bienestar de la persona. La caracteristica esencial de este
trastomno es un estado de animo cronicamente depresivo que esta presente la mayor

parte del dia de la mayoria de los dias durante al menos 2 aiios.

Trastorno bipolar,

Este no es tan frecuente como los otros trastornos depresivos. El trastomo
bipolar se caracteriza por cambios ciclicos en el estado de animo: fases de animo

elevado o euférico (mania) y fases de animo bajo (depresion).

Cuando una persona esti en la fase depresiva del ciclo, puede padecer de uno,
de varios o de todos los sintomas del trastomo depresivo. Cuando esta en la fase
maniaca, la persona puede estar hiperactiva, hablar excesivamente y tener una gran
cantidad de energia.

Hay diferentes tipos del trastomo afectivo bipolar:

1) Trastomno bipolar I:
Es la forma clasica de esta condicion, con periodos de mania discretos
que alternan con periodos de depresion.

2) Trastomo bipolar II:

La fase depresiva predomina y no existe una mania verdadera.
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3.1.2. SINTOMAS DE LA DEPRESION (1,3).

No todos experimentan la depresion de la misma manera, los sintomas varian
segun las personas. La depresion puede ser calificada como leve, moderada o grave

dependiendo de la cantidad y gravedad de sus sintomas.

Sintomas del trastorno bipolar.

El trastomo bipolar produce cambios del animo patologicos de mania a
depresion, con una tendencia a recurrir y a desaparecer espontaneamente. Tanto los
episodios maniacos como los depresivos pueden predominar y producir algunos
cambios en el estado de animo, o los patrones de cambios del estado de animo
pueden ser ciclicos, comenzando a menudo con una mania que termina en una

depresion profunda.

Durante la fase depresiva el paciente presenta:
* Pérdida de la autoestima
* Sentimientos de desesperanza o minusvalia
* Sentimientos de culpabilidad excesivos o inapropiados
* Fatiga (cansancio o aburrimiento) que dura semanas o meses.
* Insomnio
* Problemas de concentracion, facil distraccion por sucesos sin
trascendencia.
* Dificultad para tomar decisiones
* Pérdida del apetito
* Pensamientos sobre el suicidio

* Disminucion del interés en las actividades diarias.

6
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En la fase maniaca se presentan:

* Exaltacion del estado de animo
* Ideas fugaces o pensamiento acelerado
* Autoestima alta
* Menor necesidad de dormir
* Logorrea (hablar mas de lo usual o tener la necesidad de continuar
hablando)

Incremento en la actividad involuntaria (caminar de un lado a otro).

*

Sintomas del trastorno distimico (1,3).

Los sintomas mas frecuentemente encontrados en el trastorno distimico son:
* Pérdida generalizada de interés o placer
* Aislamiento social
* Sentimientos de culpa o tristeza referente al pasado
* Sentimientos subjetivos de irritabilidad o ira excesiva

* Descenso de la actividad, la eficiencia y la productividad.

3.1.3 CAUSAS DE LA DEPRESION (3).

La depresion puede estar causada por uno o varios factores. Hay diferentes

razones que intentan explicar esta predisposicion.
Herencia:
Existe un mayor riesgo de padecer de depresion clinica cuando hay una historia

familiar de la enfermedad, lo que indica que se puede haber heredado una
predisposicion biologica.
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Factores Bioquimicos:

Se ha demostrado que la bioquimica del cerebro juega un papel significativo en
los trastornos depresivos. Se sabe, que las personas con depresion grave tipicamente
tienen desequilibrios de ciertas substancias quimicas en el cerebro, conocidas como

neurotransmisores.

Situaciones estresantes:

Muerte de un familiar proximo o de un amigo, una enfermedad cronica,
problemas interpersonales, dificultades financieras, divorcio pueden ocasionar
sintomas de depresion que sostenidos a lo largo del tiempo pueden desencadenar en

una depresion clinica.

Personalidad:

Las personas con esquemas mentales negativos, baja autoestima, sensacion de
falta de control sobre las circunstancias de la vida y tendencia a la preocupacion

excesiva son mas propensas a padecer de depresion.
3.1.4 DEPRESION SEGUN EDAD Y SEXO (3).
La depresion en la mujer:
Las estadisticas muestran que las mujeres padecen mas depresion que los
hombres, esto se debe a que existen diferencias biologicas entre ambos.

Los cambios hormonales, tales como estrogeno y progesterona parecen tener un

efecto importante en el estado de animo de las mujeres. Los cambios en los niveles
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hormonales se producen durante una serie de acontecimientos que estan asociados a
la depresion, en particular los cambios del ciclo menstrual, el embarazo, el aborto, el

periodo de nifios, el mantenimiento del hogar y un empleo.

La depresion en el hombre:

El hombre es diagnosticado menos que la mujer. La depresion también puede
afectar la salud fisica del hombre, aunque en una forma diferente a la de la mujer. El
alcohol y las drogas enmascaran la depresion en el hombre mas cominmente que en
la mujer. Igualmente, el habito de trabajar en exceso, puede enmascarar una

depresion.

La depresion en la vejez:

Cuando una persona mayor se deprime, a veces su depresion se considera
errdneamente un aspecto normal de la vejez. Los sintomas depresivos pueden deberse
a efectos secundarios de medicamentos que la persona esta tomando, o debidos a una

enfermedad fisica concomitante.

La depresion en la nifiez:

El nifio deprimido puede simular estar enfermo, rehusar a ir a la escuela, no
querer separase de los padres o tener miedo a que uno de los padres se muera. El nifio
mas grande puede ponerse de mal humor, meterse en problemas en el colegio,
comportarse como un nifio travieso o indisciplinado, estar malhumorado o sentirse

incomprendido.
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3.1.5 DIAGNOSTICO (1,3).

Para poder diagnosticar una depresion, el profesional debera indagar en la
historia del paciente, sus manifestaciones clinicas, la presencia de sintomas
especificos y el tiempo que lleva dicha sintomatologia. Una buena evaluacion
diagnostica debe incluir una historia médica completa. ;Cuiando comenzaron los
sintomas, cuanto han durado, qué tan serios son? El médico también debe preguntar
acerca del uso de alcohol y drogas, y si el paciente tiene pensamientos de muerte o

suicidio.

3.1.5.1 CRITERIOS DIAGNOSTICOS (1,3).

Trastorno depresivo mayor.

Para diagnosticar un trastorno depresivo mayor deben estar presentes:
A. Cinco (o mas) de los siguientes sintomas durante un periodo de 2 semanas,
uno de los sintomas debe ser:
i. estado de animo depresivo 6

ii. pérdida de interés o de la capacidad para el placer.

1. Estado de animo depresivo la mayor parte del dia, casi cada
dia segun lo indica el propio sujeto.

2. Disminucion acusada del interés o de la capacidad para el
placer en todas o casi todas las actividades, la mayor parte
del dia, casi cada dia.

3. Pérdida importante de peso sin hacer régimen o aumento de
peso, o pérdida o aumento del apetito casi cada dia.

4. Insomnio o hipersomnia casi cada dia.

5. Fatiga o pérdida de energia casi cada dia.

10
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6. Sentimientos de inutilidad o de culpa excesivos o
inapropiados casi cada dia.
7. Disminucion de la capacidad para pensar o concentrarse, o
indecision, casi cada dia.
8. Pensamientos recurrentes de muerte, ideacion suicida
recurrente sin un plan especifico o una tentativa de suicidio
o un plan especifico para suicidarse.
B. Los sintomas provocan malestar clinicamente significativo o deterioro  social,
laboral o de otras areas importantes de la actividad del individuo.
C. Los sintomas no son debidos a los efectos fisiologicos directos de una  sustancia

o una enfermedad médica
Trastorno distimico.

A. Estado de animo crénicamente depresivo la mayor parte del dia de la mayoria
de los dias, manifestado por el sujeto y observado por los demas.
B. Presencia, mientras esta deprimido de dos (o mas) de los siguientes
sintomas: '
* Pérdida o aumento de apetito
* Falta de energia o fatiga
* Baja autoestima
* Dificultades para concentrarse o para tomar decisiones
C. No ha habido ningin episodio depresivo mayor durante los 2
primeros afios de la alteracion.
D. Nunca ha habido un episodio maniaco
E. La alteracion no aparece exclusivamente en el transcurso de un

trastorno psicotico cronico, como son la esquizofrenia o el trastorno

delirante.
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F. Los sintomas no son debidos a los efectos fisiologicos directos de una
sustancia o a una enfermedad médica.

G. Los sintomas causan un malestar clinicamente significativo o
deterioro social, laboral o de otras areas importantes de la actividad

del individuo.

Trastorno Bipolar |

Las siguientes son algunas de las combinaciones que se presentan en el trastono

bipolar.

A. Actualmente (o el mas reciente) en un episodio hipomaniaco

B. Previamente se ha presentado al menos un episodio maniaco o un episodio
mixto

C. Los sintomas afectivos provocan un malestar clinicamente significativo o
un deterioro social, laboral o de otras areas importantes de la actividad del

individuo.
Trastorno Bipolar II

La caracteristica esencial del trastorno bipolar II es un curso clinico caracterizado
de uno o mas episodios depresivos mayores acompafiados por al menos un episodio
hipomaniaco.

A. Presencia durante al menos 2 afios de numerosos periodos de sintomas

hipomaniacos y numerosos periodos de sintomas depresivos.

B. Durante el periodo de mas de 2 afios la persona no ha dejado de presentar los

sintomas del Criterio A durante un tiempo superior a los 2 meses.

C. Durante los primeros 2 afios de la alteraciéon no se ha presentado ningun

episodio depresivo mayor, episodio maniaco o episodio mixto.
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D. Los sintomas no son debidos a los efectos fisiologicos directos de una
sustancia ni a una enfermedad médica.
E. Los sintomas provocan malestar clinicamente significativo o deterioro social,

laboral o de otras areas importantes de la actividad del individuo.

3.2. FLUOXETINA (4,5).

La fluoxetina, debido a su estructura se encuentra dentro del grupo de los

“antidepresivos triciciclicos”

!
F;C N .
3 —Q—O ~CH, HCl

Figura 1. Estructura quimica de fluoxetina.

Formula condensada: C;7HgFsNO.HCl

Nombre comercial: Prozac

Nombre quimico: d, 1-N-metil-3-fenil-3-[a, a, a-trifluoro-p-
tolil)oxi] propilamina hidrocloruro

Masa molecular: 345.79 g/mol

Apariencia fisica: El clorhidrato de fluoxetina es un polvo blanco a

transparente, sin olor.
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Solubilidad: El clorhidrato de fluoxetina es ficilmente soluble
en metanol y etanol, soluble en acetonitrilo,
cloroformo y acetona, ligeramente soluble en
acetato de etilo, diclorometano y agua.

La solubilidad maxima del clorhidrato de
fluoxetina en agua es de 14 mg/mL.

La fluoxetina es insoluble en tolueno,
ciclohexano y hexano.

Punto de fusion: El punto de fusion del clorhidrato de fluoxetina
esde 158.4 a 1589 °C.

3.3 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS DE FLUOXETINA.

3.3.1. MECANISMO DE ACCION (6).

Las acciones antidepresivas, antiobsesion-compulsion, y antibulimicas de
fluoxetina estan relacionadas con su inhibicion de la recaptacién de serotonina por
parte de las neuronas del SNC. Los estudios que emplearon dosis clinicamente
relevantes en el hombre han demostrado que la fluoxetina bloquea la recaptacion de
serotonina en las plaquetas humanas. Los estudios en animales también sugieren que
la fluoxetina es un inhibidor de la recaptacion de serotonina mucho mds potente que

de norepinefrina.

3.3.2. PROPIEDADES FARMACOCINETICAS (6,7).
Absorcién, Distribucion, Metabolismo y Excrecion.

Biodisponibilidad Abseluta. En el hombre, luego de una dosis oral {inica de 40 mg

se observan concentraciones plasmaticas maximas de fluoxetina de 15 a 55 ng/mL
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después de 6 a 8 horas. Los alimentos aparentemente no afectan la biodisponibilidad
sistémica de la fluoxetina, aunque estos pueden demorar su absorcion por lo tanto, la

fluoxetina puede ser admmnistrada con o sin alimentos.

Union a proteinas. En el rango de concentraciones de 200 a 1,000 ng/mL.
aproximadamente el 94% de la fluoxetina se fija in vitro a las proteinas séricas

humanas, incluyendo la albimina y la a-1-glicoproteina.

Enantiomeros.- La fluoxetina es una mezcla racémica (50/50) de los enantiomeros
R-fluoxetina y S-fluoxetina. En modelos animales, ambos enantiomeros son
inhibidores especificos y potentes de la recaptacion de serotonina con actividad
farmacoldgica esencialmente equivalente. El enantiomero S-fluoxetina es eliminado
mas lentamente y es el enantiomero predominante presente en el plasma en estado

constante.

Metabolismo.- La fluoxetina se metaboliza extensamente en el higado en
norfluoxetina y en varios otros metabolitos no identificados. El iinico metabolito

activo identificado, norfluoxetina, se forma por la desmetilacion de la fluoxetina.

En modelos animales, el S-norfluoxetina es un inhibidor potente y selectivo de
la recaptacion de serotonina y tiene actividad esencialmente equivalente a R- o S-
fluoxetina. El R-norfluoxetina es significativamente menos potente que el farmaco de
origen en la inhibicién de la recaptacion de serotonina. La via de eliminacion
principal parece ser el metabolismo hepatico en metabolitos inactivos excretados por

el rifion.

Como el metabolismo de la fluoxetina, al igual que el de varios otros farmacos
incluyendo a los antidepresivos triciclicos y a los selectivos de serotonina, involucra
al sistema CYP2D6, el tratamiento concomitante con farmacos también
metabolizados por este sistema enzimatico (tales como los antidepresivos triciclicos)

puede causar interacciones farmacologicas.
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Eliminacién. La eliminacion relativamente lenta de la fluoxetina (vida media de
eliminacion de 1 a 3 dias luego de la administracion aguda y de 4 a 6 dias luego de la
administracion cronica) y su metabolito activo, norfluoxetina (vida media de
eliminacion de 4 a 16 dias luego de la administracion aguda y cronica), lleva a una
importante acumulacién de estas especies activas cuando se utiliza una dosis fija.
Luego de administrar 40 mg/dia durante 30 dias, se observaron concentraciones
plasmaticas de fluoxetina que oscilaron de 91 a 302 ng/mL y de norfluoxetinade 72 a
258 ng/mL. La norfluoxetina parece, tener una farmacocinética lineal. Su vida media
terminal promedio luego de una sola dosis fue de 8.6 dias y luego de varias dosis de
9.3 dias. Los niveles en estado constante luego de la administracion prolongada son
similares a los niveles observados a las 4 - 5 semanas. La vida media de eliminacion
prolongada de fluoxetina y de norfluoxetina aseguran que, ain cuando se interrumpe
la administracion, la sustancia activa persistird en el organismo durante semanas
(dependiendo principalmente de las caracteristicas individuales de los pacientes, del
régimen posologico anterior y de la duracién del tratamiento previo al momento de la

discontinuacion).
3.3.3. INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS (8,9).

Medicamentos metabolizados por CYP2D6. Debido a que la fluoxetina inhibe a la
isoenzima del citocromo CYP2D6, la terapia con medicamentos que son
metabolizados primordialmente por el sistema CYP2D6 y que tienen un indice
terapéutico relativamente estrecho, debe iniciarse en el limite inferior del rango de
dosificacion si el paciente esta recibiendo fluoxetina en forma concomitante o si la ha
tomado durante las 5 semanas anteriores. De manera alternativa, la adicion de
fluoxetina al régimen de tratamiento de un paciente que ya estd recibiendo un
medicamento metabolizado por el CYP2D6 incrementa la posibilidad que haya
necesidad de reducir la dosis del medicamento original. Los medicamentos con un
indice terapéutico estrecho son los de mayor preocupacion (por ejemplo, flecainida,

encainida, vinblastina, carbamazepina y los antidepresivos triciclicos).
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Medicamentos activos a nivel del SNC. No se ha evaluado sistematicamente el
riesgo de utilizar fluoxetina en combinacion con otros medicamentos activos a nivel
del SNC. Debido a ello, se aconseja tomar especial precaucion si se requiere
administrar fluoxetina con este tipo de medicamentos, utilizando dosis iniciales
menores del medicamento administrado concomitantemente con fluoxetina utilizando

esquemas de titulacién conservadores y monitoreando el estado clinico.

Antipsicoticos: Algunos datos clinicos sugieren la posible interaccion farmacologica
y/o farmacocinética de los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina y los
antipsicoticos. Se observé un aumento de los niveles sanguineos de clozapina o
haloperidol en pacientes que recibian fluoxetina concomitantemente.
Benzodiazepinas: La vida media del diazepam administrado conjuntamente con
fluoxetina puede verse prolongada en algunos pacientes. La coadministracion de
alprazolam y fluoxetina ha resultado en un aumento de la concentracion plasmatica

de alprazolam y consecuente disminucion de la actividad psicomotora.

Efectos potenciales de la coadministracion de fairmacos fuertemente unidas a las
proteinas plasmaticas.- Debido a que la fluoxetina estd altamente ligada a las
proteinas plasmaticas, 1a administracion de fluoxetina'a un paciente que esté tomando
otro medicamento con las mismas caracteristicas de unién a proteinas puede causar
un cambio en las concentraciones plasmaticas de cualquiera de los medicamentos

administrados simultineamente.

Warfarina: Raramente se ha reportado alteracion en el efecto anticoagulante
(valores de laboratorio y/o signos y sintomas clinicos) sin un patroén consistente, que
incluye aumento de la hemorragia, cuando se coadministré fluoxetina con warfarina.
Los pacientes que reciben warfarina deben recibir un monitoreo cuidadoso de la

coagulacion cuando se inicia o se interrumpe la terapia con fluoxetina.
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3.3.4. TOXICIDAD (6).

La toxicidad aguda de la fluoxetina se ha determinado en ratones y ratas. Los

valores de DL, se muestran a continuacion:

Tabla 1. Valores de DLsyde fluoxetina.

Especie Via de administracion | LDs, (mg/kg)
Raton Oral 248
Raton LV. 45
Rata Oral 466
Rata LV. 35

Los fosfolipidos se incrementan en algunos tejidos de ratas, sin embargo, esto

es reversible cuando cesa la administracion de fluoxetina. En roedores, dosis elevadas

de fluoxetina presentan los siguientes signos: salivaciéon incrementada, temblores,
ataxia, debilidad en las extremidades y convulsiones crénicas. Los estudios de

toxicidad en animales a los que se les administraron dosis cronicas de fluoxetina,

indican que el farmaco no provoca mutaciones, cancer o teratogénesis y no daiia la

capacidad reproductiva.

Algunos efectos secundarios observados en voluntarios sanos incluyen: nausea,

nerviosismo, insomnio, dolor de cabeza, temblor, ansiedad y adormecimiento de

extremidades. Otros efectos poco comunes son psicosis, alucinaciones, ataxia, mareos

y asma.
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3.4. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION
(CLAR) (10).

La IUPAC define: “La Cromatografia es un método usado primariamente para
la separacion de los componentes de una muestra, en la cual estos se distribuyen en
dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras que la otra se mueve. La fase
estacionaria puede ser un solido, un liquido retenido sobre un solido o un gel. La fase
estacionaria puede estar extendida como una capa o distribuida como una pelicula. La
fase movil puede ser liquida o gaseosa”.

3.4.1. Instrumental.

La cromatografia liquida es un método separativo; asi, el lugar en donde se
produce la separacion, la columna, puede considerarse el corazon del sistema

cromatografico, alrededor del cual se monta un equipo de mayor complejidad.

El cromatégrafo liquido estara constituido por:

e Un reservorio de disolvente que alimenta al sistema con la fase movil.

¢ Un sistema que permite la introduccion de la muestra: el inyector.

¢ Un sistema para forzar el pasaje de la muestra y a la fase movil a través de la

columna: la bomba.
e Un sistema de monitoreo de la solucién que emerge de la columna: el detector.

e Un sistema de registro de los datos provenientes del detector.
Como resultado del analisis cromatografico se obtienen dos productos:

e Un grafico, el cromatograma, que relaciona la concentracion de soluto en

funcion del tiempo de elucion.
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¢ Un eluido, el fluido proveniente de la columna que, debe recolectarse en forma
secuencial o escalonada (manualmente o con un recolector de fracciones),

contiene la fase movil e idealmente, los componentes de la muestra separados.

3.4.2. Bombas.

Las bombas de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) impulsan a
la fase movil proveniente del reservorio de disolvente hacia el inyector, y desde alli
hacia la columna. Basicamente existen dos tipos de bombas: las de piston (bombas
reciprocantes) y las de desplazamiento continuo (bombas jeringas).

Las bombas estan construidas de materiales resistentes al ataque quimico del

disolvente, como acero inoxidable, zafiro, rubi y teflon.
3.4.3. Inyectores.
El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en solucién sin

interrumpir el caudal de disolvente a través del sistema. El inyector debe reunir las
siguientes caracteristicas:

Debe ser facil de operar.

Debe ser inerte al ataque quimico y capaz de soportar altas presiones.

e Debe ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida en el sistema.

No debe provocar diluciones importantes de la solucién inyectada.

3.4.4. Detectores.

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite ubicar en tiempo
y espacio la posicion de cada componente de una muestra a la salida de la columna

cromatografica.
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Los detectores deben reunir las siguientes caracteristicas:

e Tener un amplio rango dinamico de respuesta. El rango dinamico se define
como: el rango de concentracion de una sustancia en analisis en la que un
cambio en la concentracion produce un cambio en la seiial.

e Poseer una respuesta lineal. El detector debe medir alguna propiedad del
analito que se incremente linealmente al aumentar su concentracion.

e Responder a todos los solutos.

e Tener una sensibilidad apropiada Detectores que responden a todos los
analitos en general, poseen sensibilidades menores, y en contrapartida,
detectores que poseen una alta sensibilidad, no responden a todos los solutos.

e No afectarse por cambios de temperatura.

e Poseer una buena relacion seiial/ruido. EL ruido de un detector es la maxima
amplitud de la combinacién de los términos de ruido largo y cortos en un
periodo de tiempo dado. El limite de deteccion de un analito determinado esta
en estrecha relacion con el valor de ruido del instrumento; cuanto mayor sea el
ruido, peor sera el valor de limite de deteccion.

¢ No destruir la muestra.

Los detectores pueden clasificarse en generales y selectivos. Los detectores
generales miden el cambio de alguna propiedad fisica de la fase movil que contiene el
analito en comparacién con la misma fase moévil pura; ejemplos tipicos son el
detector de indice de refraccion y el de conductividad. Los detectores selectivos son
aquellos sensibles a alguna propiedad del soluto, por ejemplo el detector UV, que
producird una seiial proporcional a la absorbancia del soluto a una longitud de onda

determinada.
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3.4.5. Fase mévil (10,11).

La fase movil en CLAR puede por si misma, modificar completamente la
selectividad de las separaciones, ya que es posible lograr un nimero muy grande de
diferentes separaciones con una columna, tan solo variando la composicion de la fase

movil.

Un disolvente apropiado para CLAR debe cumplir con algunas propiedades como:
e Alto poder solubilizante de las muestras.

¢ Baja reactividad.

e Compatibilidad con el detector utilizado.

¢ Adecuado punto de ebullicion.

e Baja viscosidad.

e Alto grado de pureza.

Los disolventes mas cominmente empleados son: agua, acetonitrilo, metanol,
hexano, acetato de etilo, tetracloruro de carbono, tetrahidrofurano, cloroformo, entre

otros.

3.4.6. Columnas y fases estacionarias (10,11).

La fase estacionaria normalmente estd empacada en un tubo de algun material
inherte (generalmente el acero inoxidable) a través del cual pasa la fase movil. Las
columnas deben estar empacadas con particulas definidas por una serie de
caracteristicas:

e Morfologia.

e Tamafio.

e Porosidad.
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e Estructura quimica.

El material empleado puede ser irregular o esférico y un tamaiio entre 2 y 60 pm
de diametro. El tamafio de particula controla el proceso de difusion de las moléculas
desde la fase movil hacia la fase estacionaria, por lo que a medida que el tamafio de
particula aumenta, el proceso de difusion se hace mas lento y la columna pierde
capacidad resolutiva y eficiencia. En relacion a la porosidad, en general, a menor
diametro de poro, corresponde mayor area superficial de contacto vy

consecuentemente mayor retencion.

Con respecto a la estructura quimica, el material de empaque debe poseer una
estructura resistente a los disolventes de la fase movil, ademas debe ser estable a

valores dados de pH; el material mas cominmente empleado es la silica.

La capacidad o poder de resoluciéon de la columna depende de su longitud,
didametro interno y su material de empaque. Las columnas analiticas tienen didmetros
internos de alrededor de 5 mm, siendo el mas comin de 4.6 mm; se recomienda el
empleo de diametros internos pequeiios debido a que se reduce considerablemente el

consumo de la fase moévil e incrementa la sensibilidad.

3.5. VALIDACION DE METODOS BIOANALITICOS (12).

La validacion es la evidencia experimental documentada que demuestra que a
través de los procedimientos necesarios, un método cumple con el proposito con el
que fue disefiado para la determinacion cuantitativa de un analito en una matriz

biologica.
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Los parametros de validacion establecidos por la NORMA Oficial Mexicana
NOM-177-SSA1-1998 son los siguientes: linealidad, precision (repetibilidad y
reproducibilidad intralaboratorio), exactitud, limite de cuantificacion, limite de
deteccion, selectividad, recobro absoluto, estabilidad de la muestra procesada y bajo

condiciones de almacenamiento.

3.5.1. Linealidad.

Es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para obtener
resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del compuesto en

la muestra.

De acuerdo a las especificaciones se considerara que el método cumple con
este parametro si al realizar el ajuste lineal por minimos cuadrados de la respuesta
contra la concentracion se obtiene un coeficiente de correlaciéon mayor o igual a 0.99.
Para que el método se considere lineal, el coeficiente de correlacion debe ser mayor a
0.99.

3.5.2. Precision.

Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra

homogénea del producto, se evaliia como repetibilidad y reproducibilidad:

a) Repetibilidad.

Se define como la precision de un método analitico que expresa la variacion
dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes
realizadas en las mismas condiciones. El coeficiente de variacion no debera ser

mayor al 15%.
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b) Reproducibilidad intralaboratorio.
Se define como la precision de un método analitico que expresa la variacion
obtenida entre determinaciones independientes realizadas en el mismo laboratorio,

pero en diferentes condiciones de analisis, tales como: dias, equipos, columnas o

analistas.

El coeficiente de variacion no debera ser mayor al 15%.

3.5.3. Exactitud

Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de
referencia. Para determinar si el método es exacto, el valor promedio de las
determinaciones en cada nivel de concentracion de los datos de repetibilidad y
reproducibilidad deben estar dentro del + 15% del valor nominal de concentracion,
determinandose por medio de la siguiente ecuacion:

Cantidad adicionada — Cantidad recuperadal

Desv.abs%=100xl : - —
Cantidad adicionada

3.5.4. Limite de cuantificacién.

Es la concentracion mas baja del compuesto que puede cuantificarse
cumpliendo con la precision y exactitud establecidas en el método. El punto tienen
validez como limite de cuantificacion si el valor promedio de las cinco repeticiones
cae dentro del +20% del valor nominal (cantidad adicionada) con un coeficiente de

variacion no mayor del 20%.
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3.5.5. Limite de deteccion.

Es la minima concentracion de un compuesto en una muestra que puede ser
detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo las condiciones de operacion
establecidas. Sera aquélla concentracion a la cual la sefial del compuesto por analizar

en la matriz biologica sea tres veces mayor que el nivel de ruido.

3.5.6. Selectividad.

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

3.5.7. Recobro.

Es la eficiencia de un método analitico para cuantificar el o Jos compuestos por
analizar en la muestra biologica. Se evalia determinando el porcentaje de
recuperacion a cada nivel de concentracion, el cual debe ser consistente en cada nivel
de concentracién dentro del rango, es decir se preparan tres controles en sistema y
tres controles a los que se les efectia todo el proceso de extracci6on, una vez
obtenidos los resultados, éstos se procesan para determinar cuanta cantidad de

fluoxetina de pierde en el proceso de extraccion.

3.5.8. Estabilidad de la muestra analitica (12, 14).

Es la propiedad del compuesto por analizar, de conservar sus caracteristicas en

la matriz biolégica, desde el momento del muestreo hasta su analisis (condiciones de
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manejo y almacenamiento). Se determina evaluando el porcentaje de desviacion

absoluta, el cual debera ser menor al 15%.

Se lleva a cabo la prueba evaluando tres niveles de concentracion en plasma

por duplicado (60, 160, 260 ng/mL), bajo las siguientes condiciones:

a) Ciclos congelacion-descongelacion (-70°C),
b) Congelacion (-70°C),

¢) Refrigeracion (7°C) y

d) Temperatura ambiente.

La muestra procesada se queda almacenada en el automuestreador el cual tiene
una temperatura de 10°C y se inyecta a las 0, 12, 24 y 48 horas después de
procesadas.

3.6. METODOS PARA LA CUANTIFICACION DE FLUOXETINA EN
PLASMA.

Existen pocos métodos reportados para la cuantificacion de fluoxetina en
plasma. A continuacion se describen los métodos que han sido reportados en la

literatura para la cuantificacion de fluoxetina en plasma.

a) Determinacion del antidepresivo fluoxetina en plasma humano por

cromatografia liquida con detector U.V (15).

En la técnica descrita en este método se utiliza una columna LiChrosper 60
RP-Select, (3.0 x 125 mm), con deteccion ultravioleta a 226 nm. La fase movil,
consiste en Solucion Amortiguadora de fosfatos de potasio 0.1 M, pH

6.0:Acetonitrilo (70:30 v/v). Se usa clorhidrato de fluoxetina como estandar intemo.
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La muestra plasmatica se trata con Hidroxido de sodio 0.2 N, posteriormente se le
adicionan 4 mL de la solucion de hexano:alcohol isoamilico (97:3), se centrifuga, la
fase organica se trata con solucion de HCI 0.1 N y se inyectan 60 pL en el

cromatografo, con un tiempo de corrida de 15 minutos.

b) Determinacion de los enantiomeros fluoxetina y norfluoxetina en

plasma humano por cromatografia liquida (16).

En este método, se emplea una columna Chiralcel ODR, (4.6 x 250mm), con
un flujo de 0.5 mL/min, la fase movil utilizada, consiste en Solucion Amortiguadora
de hexafluorofosfato de potasio 100 mM, pH 3.0: Acetonitrilo 65:35 v/v. La longitud
de onda a la que se lleva a cabo la deteccion es de 227 nm. La muestra plasmética es
tratada con acetonitrilo y posteriormente con solucién de hidroxido de sodio 0.5 M.
Después de someter a agitacion se adiciona n-hexano:alcohol isopropilico (97:3),
para posteriormente centrifugar, tratar la fase orgamica con solucion de acido

fosférico 20mM, centrifugar nuevamente y descartar la fase organica

¢) Determinacion de fluoxetina y norfluoxetina en plasma humano por
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) con detector de fluorescencia
7).

El método describe que se utiliza una columna Res Elut, C8, (4.6 x 150mm), a
un flujo de 1.0 mL/min, empleando como fase movil Solucion de acetonitrilo:
solucion de perclorato de tetrametilamonio 0.017 M, pH 2.5 (30:60 v/v). La deteccién
se lleva a cabo a una longitud de onda de 230 nm. En esta técnica, primero se
adiciona a la muestra plasmatica, agua destilada, para posteriormente agregar
metanol seguido de agua destilada y de solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.5.
Después de agitar se somete a evaporacion y posteriormente se reconstituye con

metanol.
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De estos métodos anteriormente expuestos, el método descrito en el punto 3.6
inciso a, fue el que se decidio realizar, debido a que tanto los reactivos que se utilizan

como las condiciones bajo las cuales se lleva a cabo existian dentro del laboratorio.



Parte Experimental

IV. PARTE EXPERIMENTAL.

4.1. Material, instrumentos y equipo.

4.1.1. Material.

Matraces volumétricos de 1 L.

Matraces volumétricos de 100 mL.

Matraces volumétricos de 50 mL.

Pipetas volumétricas de 1 mL.

Pipeta automatica eppendorf de 100-1000 pL.

Puntas para pipeta automatica eppendorf de 1 mL.
Repipeteadora eppendorf de volumen variable y puntas intercambiables.
Puntas para repipeteadora

Vasos de precipitados de 250 mL.

Vasos de precipitados de 1 L.

Tubos conicos de vidrio.

Gradillas para tubos de 16 x 150 mm.

Frascos con tapdn de rosca de 1000 mL.

Membranas para filtracion Millipore de 0.45 pm.
Microviales de 200 pL para automuestreador Waters 717 plus
Tapones para microviales

Viales de 1 mL para automuestreador Waters 717 plus
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4.1.2 Instrumentos.

1. Agitador vértex thermolyne Maxi Mix I1.

2. Balanza analitica Ohaus Standard Analytical.
3. Sonificador Cole-Palmer 8890.

4. Sistema de filtracion Millipore.

6. Potenciometro OAKTON pH 1000 series.

7. Centrifuga Sorvall.

8. Ultracongelador HARRIS II.

4.1.3. Equipo.

1. Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucién equipado con:

Bomba Bomba cuaternaria Waters 600 con
controlador de gradiente.

Integrador Paquete computacional Millennium 32,
Waters.

Detector Detector UV-VIS 2487 de Waters

Automuestreador Inyector automatico, modelo 717 plus de
Waters.

4.1.4. Reactivos y sustancias de referencia.

* Hexano, Prolabo, Lote M35G.
* Acido o-fosforico, J.T. Baker, Lote M46C52.
* Fosfato de potasio dibasico J.T. Baker, Lote K33CO05.
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* Acetonitrilo HPLC, Prolabo, Lote 42093.

* Metanol HPLC, Fisher Chemicals, Lote 020198.

* Alcohol isoamilico, J.T. Baker, Lote 41666.

* FLUOXETINA, USP, Lote F-1.

* Hidr6xido de sodio, Sigma, Lote 121K0126.

* Acido clorhidrico, J.T. Baker, Lote L50001.

* Agua HPLC obtenida a partir de agua destilada y desionizada con
equipo Milli Q-Waters System.

4.2. Preparacion de las soluciones.

1) Preparacion de la solucién de FLUOXETINA 10,000 ng/mL.
Pesar con exactitud el equivalente a 0.0010g de FLUOXETINA USP y transferirlos
a un matraz volumétrico de 100 mL, disolver y llevar a volumen con Metanol HPLC.

2) Preparacién de la solucién de FLUOXETINA 2,000 ng/mL.
Transferir' cuantitativamente 10 mL de la solucion de 10,000 ng/mL de
fluoxetina a un matraz volumétrico de 50 mL y llevar a volumen con Metanol

HPLC.

3) Preparacion de la solucién de FLUOXETINA para evaluar el sistema
(300 ng/mL)

Transferir cuantitativamente 15 mL de la solucion de 2,000 ng/mL de fluoxetina a

un matraz volumétrico de 100 mL y llevar a volumen con solucion amortiguadora
de fosfato de potasio 0.01M, pH 6.0:ACN 50:50  v/v.
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Dividir la soluciéon en 20 alicuotas de 3 ml y almacenarlas en tubos de
neopreno para centrifuga a —70°C. Descongelar una de las alicuotas cada  dia de

trabajo a temperatura ambiente.
4) Solucion patron de FLUOXETINA (100,000 ng/mL.).

Pesar con exactitud el equivalente a 0.010 g de FLUOXETINA USP.
transferirlos cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 mL, disolver v
llevar a volumen con Metanol HPLC.

5) Solucién patron de FLUOXETINA (2,000 ng/mL).
Transferir cuantitativamente 1 mL de la solucion de 100,000 ng/mL de

FLUOXETINA a un matraz volumétrico de 50 mL, llevar a volumen con  Metanol
HPLC.

6) Preparacion de la curva de calibracion y los controles de FLUOXETINA en

plasma.

Preparar cada uno de los puntos de la curva patron y los controles tal y como se

muestra en la siguiente tabla, utilizando pipeta repepiteadora electronica eppendorf.
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Tabla 2. Preparacion de la curva de calibracion y los controles de fluoxetina en

plasma.
pL de ;
pL de Concentracion
%,%’i?:]:)‘“ MeOH | final (ng/mL)
3 197 6
5 195 10
10 190 20
15 185 30
25 175 50
30 170 60*
50 150 100
75 125 150
80 120 160*
100 100 200
130 70 260*
150 50 300 ]

*Puntos control bajo, medio y alto, para la determinacion de los parametros de
estabilidad, exactitud, precision y recobro del método.

Depositar alicuotas de 1.0 mL de plasma en tubos coénicos de vidrio

previamente etiquetados y seguir el procedimiento de extraccion indicado a

continuacion:
4.3 Método de extraccion a optimizar.

El método que se probé inicialmente para determinar fluoxetina en plasma (3.6
inciso a), fue una extraccion liquido-liquido el cual consistia en adigionar 250 plL de
Hidréxido de Sodio 0.2 N a 1 mL de la muestra plasmatica, agitar en vortex durante
10 segundos, para posteriormente adicionar 4 mL de una solucion de hexano:alcohol

isoamilico (97:3), volver a agitar durante 30 segundos, centrifugar a 300 rpm durante
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30 minutos, en este paso fue donde se realizé la primera optimizacién ya que se
consideré que 30 minutos es mucho tiempo asi que lo que se hizo fue centrifugar
durante 5 minutos pero a 3500 rpm. A continuacion se decanta la fase orgdnica en
otros tubos, la siguiente optimizacion que se realizé fue que antes de decantar la fase
orgénica, los tubos se sometieron a congelacion, ya que de esta manera, la fase
acuosa se congela y asi es mas facil decantar y lo mas importante existe menos
pérdida de farmaco, posteriormente se le adiciona a la fase organica 500 pL de
solucion de HCI 0.1 N, se agita nuevamente en vortex, ahora se centrifuga a 4000
rpm durante 10 minutos a 10°C, en este caso se decidio probar una centrifugacion de
5 minutos a 3500 rpm sin medir la temperatura, después de la centrifugacion se
someten los tubos a congelacion durante 5 minutos y se descarta la fase orgdnica por
aspiracion, debido a que en el laboratorio no contamos con el equipo necesario para
realizar dicha operacion, la fase organica simplemente se decant6 y debido a esto fue
necesario antes de inyectar al cromatégrafo, se dejo descongelar la fase acuosa a
temperatura ambiente y se sometié nuevamente a centrifugacién durante 3 minutos a
14000 rpm, para posteriormente inyectar 30 pl. en el cromatdgrafo. También se
realizo una prueba con una extraccion solido-liquido, pero existia una gran pérdida
del farmaco en estudio a lo largo del proceso, ademés de que resulté ser un método
muy tardado, asi que finalmente el método empleado para determinar la fluoxetina en

plasma fue el de extraccién liquido-liquido.

En cuanto a las condiciones cromatograficas también se realizaron
optimizaciones ya que el método descrito (3.6 inciso a) utilizaba una columna
LiChrosper 60 RP-Select, (3.0 x 125 mm) y en el laboratorio no contamos con ese
tipo de columnas asi que decidimos probar una columna Waters X Terra RP18 5y,
(4.6 x 250 mm), la fase moévil utilizada en el método descrito es Solucion
Amortiguadora de fosfatos de potasio 0.1 M, pH 6.0:Acetonitrilo (70:30 v/v), en la
fase movil también se realizaron cambios ya que cuando s¢ trabajo con la fase movil

descrita anteriormente se tuvieron problemas ya que la Solucion amortiguadora de
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fosfatos estaba muy concentrada y tapaba nuestra columna, asi que lo que se hizo fue
trabajar con una solucién amortiguadora a una concentracion de 0.0IM y la
proporcion también fue modificada, quedando la fase movil de Solucion
Amortiguadora de Fosfatos de potasio 0.01M, pH 6.0:Acetonitrilo 56:44 v/v, las
temperaturas bajo las cuales se trabajo fueron 35°C para la columna y 10°C para el
automuestreador. Posteriormente el tiempo de corrida se cambié de 15 a 8 minutos ya

que la seiial de la fluoxetina salia antes de los 6 minutos.

4.5. Validacion del sistema.

4.5.1. Adecuabilidad del sistema

Se evalué preparando una solucion con el compuesto de interés disuelto en fase

movil a una concentracién de 300 ng/mL de Fluoxetina.

El sistema se considerard adecuado, si cumplié con cada uno de los aspectos

sefialados en la tabla siguiente:
Parametro. Criterio.
Repetibilidad (altura de pico) <20paraN=6
Repetibilidad (tiempo de retencion) <20paraN=6
Factor de capacidad (k) >2.0
Simetria de pico (USP) <2.0
Platos tedricos (Tangente USP) > 2000
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4.6. Validacién del método analitico.

4.6.1. Linealidad.

El analista prepar6 tres curvas de calibracion contemplando las
concentraciones de 20 a 300 ng/mL, las muestras se procesaron y se inyectaron de
acuerdo al procedimiento optimizado. Se grafico la relacion de area del pico de
fluoxetina contra concentracion y para cada curva se determiné el coeficiente de

correlacion (r) y el coeficiente de determinacion.

4.6.2. Precision del método.

4.6.2.1. Repetibilidad del método.

Este parametro se evalu6 en un mismo dia de trabajo, bajo condiciones
idénticas de analista, equipo y laboratorio. A partir de 5 soluciones patrén preparadas
de manera independiente se procesara y cuantificard muestras plasmaticas de 60, 160,
260 ng/mL de fluoxetina tal y como se describe en el método del inciso (4.3). Se
determiné el promedio, desviacion estdndar y coeficiente de variacion de la

concentracién recuperada para las 5 determinaciones.

4.6.2.2. Reproducibilidad del método.

Se evalu6 la reproducibilidad intralaboratorio (un analista dias diferentes) y

reproducibilidad entre analistas (dos analistas), para lo cual:

Analista 1: Prepar6 por duplicado en plasma muestras de concentraciones 60, 160,
260 ng/mL de fluoxetina y se cuantificé mediante el método ya descrito; se realizd

este procedimiento durante tres dias empleando para cada vez dos muestras
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preparadas de forma independiente para cada nivel de concentracion y una curva de

calibracién para cada dia de andlisis.

Analista 2: Prepar6 por duplicado en plasma muestras de concentraciones 60, 160,
260 ng/mL de fluoxetina y se cuantificé mediante el método ya descrito; realizd este
procedimiento durante tres dias empleando para cada vez dos muestras preparadas de
forma independiente para cada nivel de concentracion y una curva de calibracion para
cada dia de analisis.

Se evalud la reproducibilidad interdia para el primer analista determinando el
promedio, desviacién estdndar y coeficiente de variacion de la concentracion

recuperada para todas las determinaciones realizadas por concentracion.

La reproducibilidad entre analistas y dias se evalué determinando el coeficiente
de variacion de la concentracion recuperada para todas las determinaciones realizadas
por concentracion.

4.6.3. Exactitud del método.

Se evalué a partir de los datos de repetibilidad y reproducibilidad. Se
determiné la desviacion absoluta del valor promedio de las concentraciones
experimentales de cada nivel de la curva con respecto a la concentracion nominal de
la muestra (seccion 2.5.3), tomando como referencia la curva de calibracién en
plasma proveniente de una pesada independiente. Para determinar si el método es
exacto, el valor promedio de las determinaciones en cada nivel de concentracion de
los datos de repetibilidad y reproducibilidad deben estar dentro del + 15% del valor

nominal de concentracion.
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4.6.4. Recobro.

Se evalud preparando y procesando tres series independientes de muestras
control de calidad de Fluoxetina en plasma (60, 160, 260 ng/mL) y se compar6 la
respuesta cromatografica (altura de pico) obtenida contra la respuesta mostrada en
muestras del farmaco en solucién a las mismas concentraciones, pero que no son
sometidas al procedimiento de extraccion. Como criterio para el recobro, la
desviacion absoluta de los recobros individuales con respecto al promedio global.
debe ser < 15%.

4.6.5. Estabilidad.

Se determinaron las condiciones de temperatura y tiempo en las que la
fluoxetina permanece estable en la matriz biolégica, durante su manejo,
almacenamiento y procesamiento, evaluando la respuesta (concentracion) del
compuesto por analizar en la matriz biolégica. Se llev6 a cabo la prueba evaluando
tres niveles de concentracion en plasma por duplicado (60, 160, 260 ng/mL), bajo las
siguientes condiciones:

a) Ciclos congelacion-descongelacion (-70°C),

b) Congelacion (-70°C),

c¢) Refrigeracion (7°C) y

d) Temperatura ambiente.
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almacenando las soluciones estandar independientes y las soluciones de la muestra

procesada, de la siguiente manera:

Tabla 3. Condiciones de almacenamiento de las soluciones estandar independientes y

de las soluciones de la muestra procesada.

Concentracién ¥iiatitn Condwlonois de Dia de anilisis.
(ng/mL) almacenamiento

1

60 ’

160 ; Tiempo cero o inicial ler. 0 2° dia
1

260 g -
1

60 2

160 ; Temperatura ambiente 24 y 48 horas
1

260 ’
1

s 2

160 ; Refrigeracion a 7°C 24 y 48 horas
1

260 )

60 1
2
1 Dos ciclos congelacion-

160 2 descongelacién a—70°C 2448 horas
1

260 2
1

60 5

160 :I,_ Congelacion a —70°C 13, 20 y 28 dias
1

260 5

e) Estabilidad de la muestra procesada.

Se evalud preparando por duplicado y con estdndar independientes, muestras

de fluoxetina en plasma a tres niveles de concentracion (alto, medio y bajo), las
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cuales se sometieron al procedimiento de extraccion establecido (inciso 4.3). La
muestra se qued6 almacenada en el automuestreador y se inyecto a las 0, 12, 24 y 48

horas después de procesadas.

4.6.6. Limite de cuantificacién y Limite de deteccion.

Estos pardmetros se evaluaron preparando por quintuplicado y a partir de
soluciones patréon independientes, muestras de concentracion 10 y 16 ng/mlL.
determinando la relacion de area del pico de fluoxetina para éstas concentraciones,

asi como la sefial de ruido de fondo.

4.6.7. Selectividad

Se determiné analizando muestras de farmacos de uso comin a las
concentraciones plasmadticas reportadas (4cido acetilsalicilico, amoxicilina,

paracetamol y heparina).

4.6.8. Tolerancia

Se evalué preparando por duplicado y a partir de soluciones stock
independientes, muestras de concentraciones 60, 160, 260 ng/mL, las cuales se
inyectaron a las condiciones normales del método y posteriormente se cambid la
proporcion de fase a solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 6.0:ACN 53:47
v/v. Una vez que se estabilice el sistema se inyectod de nuevo las muestras anteriores a
cada una de las nuevas condiciones. Se prob6 también un cambio en la temperatura
del horno para columnas, la cual se aument6 a 40°C y se inyectaron nuevamente las

soluciones anteriores.
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V. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

Las condiciones cromatograficas y el método optimizado se describen a
continuaci6n, después de probar distintos métodos y distintas concentraciones de fase
movil, las condiciones cromatograficas y el método de extraccién con que se trabajo
para determinar fluoxetina en plasma son las siguientes:

5.1. Condiciones Cromatogrificas.

Las condiciones cromatograficas optimizadas son las siguientes:

Columna Waters X Terra RP18 5um,(4.6 x
250mm)

Flujo 1.0 mL/min

Fase Movil Solucién Amortiguadora de fosfatos de
potasio 0.01 M, pH 6.0:Acetonitrilo
56:44 viv.

Longitud de onda 227 nm

Temperatura de la columna 35°C

Temperatura del automuestreador 10 °C

Tiempo de corrida 8 min.

5.2. Método de extraccién optimizado

1.- A 1 mL de la muestra plasmatica, adicionar 250 pL de la solucion de
Hidréxido de sodio 0.2 N

2.- Agitar en vortex durante 15 segundos.

3.- Adicionar 4 mL de la solucién de hexano:alcohol isoamilico (97:3).

4.- Agitar vigorosamente en vortex, durante 30 segundos.
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5.- Centrifugar a 3500 rpm durante 5 min.

6.- Someter los tubos a congelacion, durante 5 minutos.

7.- Trasferir la fase orgénica en otros tubos.

8.- Adicionar a la fase organica 500 pL de solucion de HCI 0.1 N
9.- Agitar vigorosamente en vortex durante 1 minuto.

10.- Centrifugar a 3500 rpm durante 5 minutos

11.- Someter nuevamente los tubos a congelacion durante 5 minutos.
12.- Decantar la fase organica.

13.- Dejar descongelar la fase acuosa a temperatura ambiente.

14.- Centrifugar a 14,000 rpm, durante 3 min.

15.- Inyectar 30 pL del sobrenadante en el cromatografo, utilizando las

condiciones cromatograficas descritas en el punto 5.1

5.3. Validacién del método.

5.3.1. Linealidad del método.

La figura 2 muestra la linealidad promedio del método analitico en un intervalo
de concentraciones entre 20 y 300 ng/mL, obteniendo un coeficiente de correlacion
promedio de 0.9998, lo cual indica que la relacion matemética entre concentracion y
respuesta es continua dentro del intervalo de trabajo. La ecuacion de la rectaes y =
9.8928 X — 30.119, donde: X = la concentraciéon en ng/mL y Y = la respuesta

obtenida

En la tabla 4 se presentan los valores de la concentracion promedio de las tres
curvas preparadas en plasma para evaluar la linealidad del método, en donde se
observa un C.V. que varia entre 0.88% y 13.12% demostrando que dicha relacion

matematica es reproducible.
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Por lo anterior y de acuerdo a los criterios establecidos el método analitico para
la cuantificacion de fluoxetina en plasma es lineal dentro del intervalo de 20 a 300
ng/mL.

y = 9.8928x - 30.119
r=0.9998

8 3
8 8

pico de Fluoxetina)
= M
o o

o 8 8

0 50 100 150 200 250 300 350
Concentracion (ng/mL)

Respuesta (Alturas del

Figura 2. Linealidad del método analitico para la cuantificacién de fluoxetina en plasma.

Tabla 4. Linealidad del método analitico para la cuantificacion de fluoxetina en

plasma.

Concentracion | Altura del pico | Desviacion CV
nominal de Fluoxetina | Estindar (%)
(ng/mL) ‘

20 182.59 1.61 0.88

30 267.49 20.15 7.53

50 458.67 32.70 7.13
100 972.87 10.69 1.09
150 1422 .42 186.67 13.12
200 1938.83 98.64 5.08
300 2955.14 109.06 3.69
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5.4. Precision del método.

5.4.1. Repetibilidad.

En la tabla 5 se presentan los resultados de la repetibilidad del método
analitico que se obtuvieron al evaluar por quintuplicado cinco muestras de 60, 160 v
260 ng/mL de fluoxetina en plasma, que fueron analizadas por el mismo analista.

bajo las mismas condiciones de trabajo y en el mismo dia.

Los datos indican que los coeficientes de variacion no presentan una variacion
mayor al 9.35%, por lo que segiin las especificaciones, el método analitico para
cuantificar fluoxetina en plasma, es repetible, ya que los coeficientes de variacion no

son mayores al limite, cuyo valor es del 15%.

Tabla 5. Repetibilidad del método analitico para la cuantificacion de

fluoxetina en plasma.

| Concentracion recuperada | 60 160 260
(ng/mL)
Muestra 1 6590 | 171.13 | 282.35
Muestra 2 52.98 | 136.29 | 263.00
Muestra 3 62.16 | 148.13 | 222.43
Muestra 4 53.77 [ 139.99 | 260.25
Muestra 5 59.22 | 148.58 | 251.78
Promedio 58.81 | 148.82 | 255.96
Desviacion Estandar 58.81| 13.78 | 21.83
C.V. (%) 935 | 925 | 853
| Desv. Absoluta (%) | 1.98 | 691 | 1.55
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5.4.2. Reproducibilidad del método y exactitud intradia.

En las tablas 6 y 7 se muestran los resultados de la reproducibilidad del método
analitico para cuantificar fluoxetina en plasma para el analista 1 y el analista 2,
respectivamente, y la tabla 8 muestra los resultados de la exactitud intradia del
método. Se presentan los resultados promedio para cada dia y para cada analista
evaluado asi como la variacion total, expresada como C.V. Los resultados
demuestran que los coeficientes de variacion no son mayores de 8.88%, por lo que
de acuerdo a las especificaciones con relacion a este parametro de evaluacion cumple
con los criterios establecidos que indican que los coeficientes de variacion, no deben
ser mayor al 15%. Por lo tanto, el método analitico fue reproducible en las

condiciones intradia de analisis.

Tabla 6. Reproducibilidad del método analitico para la cuantificacién de

Fluoxetina en plasma (Analista 1).
Concentracion recuperada | 60 160 260
(ng/mL)
Dia 1, muestra 1 53.77 | 139.99 | 260.25
Dia 1, muestra 2 59.22 | 148.58 | 251.78
Dia 2, muestra 1 59.10 | 172.10 | 245.13
Dia 2, muestra 2 64.24 | 174.39 | 258.17
Dia 3, muestra 1 59.98 | 171.05 | 276.71
Dia 3, muestra 2 62.7 | 168.13 | 259.68
Promedio 59.84 | 162.37 | 258.62
Desv. Est. 3.61 | 14.41 | 10.58
C.V (%) 6.04 | 888 | 4.09
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Tabla 7. Reproducibilidad del método analitico para la cuantificacién de

Fluoxetina en plasma (Analista 2).

Concentracién recuperada | 60 160 260

(ng/mL)

Dia 1, muestra 1 60.44 | 164.67 | 264.36

Dia 1, muestra 2 58.3 | 163.28 | 274.31

Dia 2, muestra 1 1635415597 |257.19 |

Dia 2, muestra 2 54.94|176.22 | 283.74

Dia 3, muestra 1 65.87 | 158.72 | 281.9

Dia 3, muestra 2 60.08 | 175.15 | 242.56
Promedio 60.53 [ 165.67 | 267.34
Desv. Est. 385 | 8.37 | 1585
C.V (%) 636 | 505 | 5.93

Tabla 8. Reproducibilidad entre analistas.

Concentracién 60 160 260
recuperada (ng/mL)
Analista 1 59.84 | 162.37 | 258.62
Analista 2 60.53 | 165.67 | 267.34
Promedio 60.19 | 164.02 | 262.98
Desv. Est. 0.49 2.33 6.17
C.V (%) 0.81 1.42 2.34

En la tabla 9 se muestran los resultados de la desviacion absoluta en
porcentaje, los cuales fueron calculados a partir de los resultados de las tablas 6 y 7
para cada uno de los analistas, cada dia de analisis y por duplicado. Se puede
observar que tanto el porcentaje de desviacion absoluta para cada una de las muestras

en los diferentes dias de analisis y con cada analista como el promedio de las mismas,
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por lo que la exactitud intradia del método cumple con la especificacion establecida

- que indica que la desviacion absoluta debe estar dentro del +/- 15% del valor nominal

de la concentracion.

Tabla 9. Exactitud intradia.

60 | 160 | 260
AL DL,M1_ | 10.38]12.51]0.09
ALDIM2 | 1.30 | 7.14 |3.16
ALD2M1 | 1.50 | 7.56 | 5.72
ALD2M2 | 7.06 | 8.99 [0.70
ALD3M1 | 0.03 | 691 | 643
ALD3M2 | 4.50 | 5.08 |0.12
A2DIMI | 0.73 | 2.92 | 1.68
A2,D1M2 | 2.83 | 2.05 | 5.50
A2,D2,M1_ | 590 | 2.52 | 1.08
A2,D2M2 | 843 | 10.149.13
A2,D3M1_ | 9.78 | 0.80 | 8.42

A2,D3,M2 0.13 | 947 |6.71
Promedio 438 | 6.34 | 406

Al= Analista 1, A2= Analista 2, D1= Dia 1, D2= Dia 2, D3= Dia 3, M1= Muestra 1,
M2= Muestra 2

5.5. Exactitud del método.

En las tablas 10 se muestran los resultados promedio de las concentraciones
interpoladas asi como la variacion con respecto a la concentracién nominal,
representada como porcentaje de desviacion absoluta para el analista 1 y el analista 2
respectivamente. Se puede observar que el promedio de la desviacién con respecto a
la concentracién nominal para cada uno de los niveles de concentracion, es menor al
15%, por lo que, el método es exacto al cumplir con la especificacién establecida que
indica que la desviacion debe estar dentro del +/- 15% del valor nominal de

concentracion.
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Tabla 10. Exactitud del método analitico para la cuantificacion de fluoxetina en

plasma.

| Analista 1| Desv. Absoluta (%)
60 ng/mL. | 59.84 0.27
160 ng/mL | 162.37 1.48
260 ng/mL | 258.62 053 |

Tabla 10. Exactitud del método analitico para la cuantificacion de fluoxetina en

plasma.

Analista 2 | Desv. Absoluta (%)
60 ng/mL 60.53 0.88
160 ng/mL | 164.02 2.50
260 ng/mL | 267.34 2.82

5.6. Limite de cuantificacion.

En la tabla 11 se muestran los resultados de las alturas de fluoxetina para la
concentracion de 10, 16 y 20 ng/mL, en donde se observa que al cuantificar por
quintuplicado dichas concentraciones, se obtiene un C.V. menor al 20%.para cada
una de ellas; sin embargo se eligié 20 ng/mL como limite de cuantificacién, debido a
que el coeficiente de variacion para esa concentracion es menor que para las otras, y

los resultados que se obtienen son mas consistentes.
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Tabla 11. Limite de cuantificacion.

LIMITE DE CUANTIFICACION

IConcentracién Concentracion| Concentracion
Concentracién| Experimental [Concentracién| Experimental [Concentracién| Experimental
Nominal (ng/mL) Nominal (ng/mL) Nominal (ng/mL)
10 ng/mL-1 12.24 16 ng/mL-1 16.43 20 ng/mL-1 20
10 ng/mL-2 11.72 16 ng/mL-2 14.97 20 ng/mL-2 20
10 ng/mL-3 11.71 16 ng/mL-3 18.33 20 ng/mL-3 20
10 ng/mL-4 10.12 16 ng/mL-4 14.97 20 ng/mL4 19.04
10 ng/mL-5 11.65 16 ng/mL-5 15.64 20 ng/mL-5 21.7
PROMEDIO 11.48 PROMEDIO 16.06 PROMEDIO 20.14
DES EST 0.80 DES EST 1.40 DES EST 0.96
%C V 6.97 %CV 8.71 %CV 4.77
Desv. Desv. Desv.
Absoluta (%) 148 Absoluta (%) 0.37 Absoluta (%) 0.7

5.7. Limite de deteccién.
El limite de deteccién fue de 10 ng/mL.

5.8. Selectividad.

Después de afiadir, 4cido acetilsalicilico, heparina, amoxicilina y paracetamol a

diferentes muestras plasmaticas y de procesarlas de acuerdo al método descrito en el

punto 5.2 anteriormente, no s¢ observo ninguna sefial que interfiriera con el pico de

interés, por lo cual el método se considerd selectivo para la cuantificacion de

fluoxetina en plasma. En la figura 3 se muestran los cromatogramas representativos

del analisis.
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Figura 3. Selectividad del método.

5.9. Recobro.

En la tabla 12, se muestra el por ciento de recobro obtenido para fluoxetina en
plasma. En la tabla se puede observar que la recuperacion promedio estuvo entre 75%
y 81%. Las especificaciones indican que el porcentaje de recuperacion no debe ser
necesariamente del 100% pero debe ser consistente en cada nivel de concentracion, al
cumplirse satisfactoriamente el apartado, el método analitico cumple con este

parametro de evaluacion.
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Tabla 12. Recobro de fluoxetina.

Aren del pico de Area del pico de
Concentracion fluoxetina en fluoxetina en Recobro (%)
muestras muestras en sistema
plasméticas

621.86 701.12 88.69
Control Bajo 493.99 663.03 74.51
(60 ng/mL) 584.859 691.32 84.59
501.84 _ 716.61 70.03
555.71 720.70 77.11
Eromedio 551.65 698.55 78.99
1668.759 1902.46 87.72
Control Medio 1318.20 1821.14 72.38
(160 ng/mL) 1435.32 1910.94 75.11
1354.79 1920.53 70.54
1439.72 1940.77 74.18
Evomedio 1443.36 1899.17 75.99
Control Alto 2763.07 3076.84 89.80
(260 ng/mL) 2571.66 2958.25 86.93
2170.29 3050.16 71.15
2544.52 3210.58 79.25
2460.68 3177.98 77.43
Fromedio 2502.04 3094.76 80.91
Promedio de recobro 78.63

5.10. Estabilidad de la muestra analitica.
5.10.1. Estabilidad de las muestras en refrigeracién (7°C).

En la tabla 13 se muestran los resultados de estabilidad para muestras
plasmaticas de fluoxetina, las cuales estuvieron almacenadas bajo condiciones de

refrigeracion a 7°C.
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Las muestras fueron analizadas al tiempo 0, 24 y 48 horas después de su

preparacion.

Se puede observar que ¢l porcentaje de desviacion absoluta con respecto a la
concentracion inicial para los controles bajo, medio y alto, se encuentran por encima
del 15%, por lo que se concluye que las muestras plasmaticas con fluoxetina no son

estables hasta 24 horas en condiciones de almacenamiento en refrigeracion a 7°C.

Tabla 13. Estabilidad de las muestras en refrigeracion.

Tiempo Control bajo | Control medio | Control alto
(60 ng/mL) (160 ng/mL) | (260 ng/mL)
Conc. Exp 77.89 182.03 288.16
Tiempo cero Conc. Exp 76.9 185.96 266.27
Promedio 77.39 183.99 271.21
Conc. Exp 60.59 185.55 279.6
24 horas Conc. Exp 74.69 185.83 293.29
Promedio 67.64 185.69 ©286.44
Desv. Abs (%) 12.59 0.92 3.32
Conc. Exp 56.45 131.16 195.52
48 horas Conc. Exp 54.81 131.35 239.23
Promedio 55.63 131.25 217.37
Desv. Abs (%) 28.12 28.66 21.58

5.8.2. Estabilidad de las muestras en los ciclos congelacion- descongelacion.

En la tabla 14 se muestran los resultados de estabilidad para muestras

plasmaticas con fluoxetina que estuvieron en congelacion y que fueron analizadas al
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tiempo 0, 24 y 48 horas, después de su preparacion. Se observa que el porcentaje de
desviacion absoluta con respecto a la concentracion inicial para los controles bajo,
medio y alto se encuentran por debajo del 15% indicando que las muestras son
estables después de 1 ciclo de congelacién-descongelaciéon a —70°C hasta 24 horas

después de su preparacion.

Tabla 14. Estabilidad de las muestras en los ciclos congelacion-

descongelacion.

Tiempo Control bajo | Control medio | Control alto
(60 ng/mL) (160 ng/mL) | (260 ng/mL)

Tiempo cero Conc. Exp 77.89 182.03 288.16

Conc. Exp 76.9 185.96 266.27

Promedio 77.39 183.99 277.21

Conc. Exp 76.34 193.52 301.48

24 horas Conc. Exp 65.63 182.14 320.41

Promedio 70.98 187.83 310.94

" Desv. Abs (%) 8.28 2.08 12.16

Conc. Exp 52.9 135.130 242.15

48 horas Conc. Exp 55.570 129.78 235.88

Promedio 54.23 132.45 239.01

Desv. Abs (%). 29.92 28.01 13.78

5.10.3. Estabilidad de las muestras a temperatura ambiente (28°C).

En la tabla 15 se muestran los resultados de estabilidad para muestras
plasmaéticas con fluoxetina que estuvieron a temperatura ambiente (28°C) y que

fueron analizadas al tiempo cero, 24 y 48 horas, después de su preparacion. Se
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observa que el porcentaje de desviacién absoluta con respecto a la concentracion

inicial para los controles bajo, medio y alto se encuentran por debajo del 15%

indicando que las muestras son estables después a temperatura ambiente hasta 24

horas después de su preparacion.

Tabla 15. Estabilidad de las muestras a temperatura ambiente.

Tiempo Control bajo | Control medio | Control alto _
(60 ng/mL) (160 ng/mL) | (260 ng/mL) :
Conc. Exp 77.89 182.03 288.16
Tiempo cero Conc. Exp 76.9 185.96 266.27 §
Promedio 77.39 183.99 277.21
Conc. Exp 69.34 177.96 274.5
24 horas Conc. Exp 66.47 190.93 270.02
Promedio 67.90 184.44 272.26
Desv. Abs (%) 12.26 0.24 1.78
Conc. Exp 48.22 118.8 227.05
48 horas Conc. Exp 49.95 126.67 184.93
Promedio 49.08 122.73 205.99
Desv. Abs (%) 36.58 33.29 25.69

5.10.4. Estabilidad de la muestra procesada.

En la tabla 16 se muestran los resultados de estabilidad para muestras

procesadas y que fueron analizadas al tiempo cero, 24 y 48 horas, después de su

preparacion. Se observa que el porcentaje de desviacion absoluta con respecto a la

concentracion inicial para los controles bajo, medio y alto se encuentran por debajo

del 15% indicando que las muestras procesadas son estables hasta 24 horas después

de su preparacion.
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Tabla 16. Estabilidad de la muestra procesada.

Tiempo Control bajo | Control medio | Control alto
(60 ng/mL) (160 ng/mL) | (260 ng/mL)
Tiempo cero Conc. Exp 59.65 165.11 264.17
Conc. Exp 54.6 170.86 274.2
~ Promedio |  57.12 16798 |  269.18
Conc. Exp 62.8 174.22 288.14
24 horas Conc. Exp 5724 181.49 305.07
Promedio 60.02 177.85 296.60
Desv. Abs (%) 5.08 5.87 10.18
Conc. Exp 64.21 183.79 298.5
48 horas Conc. Exp 65.54 184.07 309.7
Promedio 69.87 183.93 304.1
Desv. Abs (%) 22.32 9.49 12.97

5.10.5. Estabilidad a largo plazo.

En la tabla 17 se muestran los resultados de estabilidad para muestras
plasmaticas con fluoxetina y que fueron analizadas al tiempo cero, 13, 20 y 28 dias,
después de su preparacion. Se observa que el porcentaje de desviacion absoluta con
respecto a la concentracion inicial para los controles bajo, medio y alto se encuentran
por debajo del 15% indicando que las muestras son estables después a temperatura
ambiente hasta 28 dias después de su preparacion.
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Tabla 17. Estabilidad a largo plazo.

Tiempo Control bajo | Control medio | Controlalto |
(60 ng/mL) ' (160 ng/mL) | (260 ng/mL)
Tiempo cero Conc. Exp 64.55 167.09 288.16
Conc. Exp 72.06 185.51 266.27
“Promedio 6830 | 1763 | 27722
Conc. Exp 56.37 179.1 238.27
13 dias Conc. Exp 66.09 172.11 267.22
Promedio 61.22 175.60 252.75
Desv Abs (%) 2.03 0.39 2.79
Conc. Exp 67.47 166.06 269.02
20 dias Conc. Exp 67.38 171.31 257.86
Promedio 67.43 168.69 263.44
Desv Abs (%) 12.38 5.42 1.32
Conc. Exp 58.6 162.95 254.05
28 dias Conc. Exp 63.52 169.65 270.81
Promedio 61.06 166.3 262.43
Desv Abs (%) 10.60 5.67 0.93

5.11. Tolerancia.

En la tabla 18 se muestran los resultados al variar la proporcion de fase

movil y la temperatura. Se observa que el porcentaje de desviacion absoluta con

respecto a la concentracion inicial para los controles bajo, medio y alto se encuentran

por debajo del 15% indicando que el método es tolerante al cambio de temperatura y

de proporcion de fase movil.
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Tabla 18. Tolerancia del método a cambios en la proporcion de fase movil y

temperatura

FASE MOVIL SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS/ACN
(54:46), TEMPERATURA 30°C

(Condicién original)

Control bajo Control medio | Control alto

(60 ng/mL) (160 ng/mL) (260 ng/mL)
Conc. Exp 54.77 165.49 251.57
Conc. Exp 65.69 154.9 250.55
Promedio 60.23 160.195 251.06

FASE MOVIL SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS/ACN (52:48)

Control bajo Control medio Control alto
(60 ng/mL) (160 ng/mL) (260 ng/mL)
Conc. Exp 56.03 157.48 25343
Conc. Exp 60.64 154.04 250.95
Promedio 58.34 155.76 252.19
Desv. Abs (%) 2.77 2.65 3.00
TEMPERATURA 40°C
Control bajo Control medio Control alto
(60 ng/mL) (160 ng/mL) (260 ng/mL)
Conc. Exp 64.38 147.12 278.51
Conc. Exp 61.29 169.45 274.55
Promedio 62.83 158.28 276.53
Desv. Abs (%) 4.72 1.08 6.36
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VI. CONCLUSIONES.

El método analitico optimizado y validado, result6 ser:

¢ Lineal en plasma en el intervalo de concentraciones entre 20 y 300 ng/mL

e Preciso (reproducible y repetible) tanto en un dia como en varios dias, cuando
el analisis es realizado por el mismo analista, en el mismo laboratorio, bajo las
mismas condiciones de trabajo y el mismo equipo.

¢ Exacto en el intervalo de concentraciones entre 20 y 300 ng/mL.

e Sensible, ya que la concentracién minima detectable es de 10 ng/mL y la
concentracion minima que es cuantificada con precision y exactitud es de 20
ng/mL.

e Selectivo, ya que no se presentaron interferencias del plasma ni de algunas
sustancias exdgenas (heparina, 4cido acetilsalicilico y paracetamol).

¢ La muestra analitica es estable, al almacenarla en congelacion y refrigeracién
hasta 24 horas y en a temperatura ambiente hasta 48 horas.

e El método es tolerante a pequefios cambios en la fase moévil y en la

temperatura.

El método analitico resulté adecuado para el anélisis con muestras plasmaticas por
lo tanto, es aplicable en muestras plasméticas de pacientes a los que se les esté

administrando fluoxetina para el tratamiento de la depresion.

Para aquellos estudios en los que se maneje un gran numero de muestras, este
método es adecuado ya que disminuye considerablemente los costos y el tiempo
necesarios para realizar el andlisis, ademas de que la técnica de extraccion es

sencilla y econdmica.
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