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CAPITULO
INTRODUCCION

A pesar de tratarse de un hecho cotidiano, es importante subrayar la
importancia que tiene el establecimiento de métodos analiticos alternos para
sustancias de interés farmaceutico, que permitan cuantificar los principios activos
contenidos en una forma farmacettica, verificar la presencia del farmaco en un
organismo, u optimizar los que estan en uso de tal forma que se puedan flevar a
cabo el desarrollo de nuevos medicamentos, es una tarea que debe mantenserse
al dia. :

Este trabajo se inicia con la seleccion de un método analitico que
permitiera la separacion y evaluacion de alcaloides, derivados de anillos
heteraciclicos como la quinolina y la tetrahidroisoquinolina, en sustratos
naturales. -

Un trabajo preliminar permitid establecer un método para la separacion de
alcaloides en esos productos. '

El presente trabajo, es la aplicacion de dicho método a farmacos de
naturaleza alcaloidea de uso corriente, dirigido especificamente a la
cuantificacion de un principio active de este tipo de medicamento.

Se selecciond la quinidina por tratarse de un alcaloide con fas caracteristicas
mencionadas. La quinidina se utiliza corrientemente cono antiarritmico y en el
mercado nacional se puede encontrar en medicamentos del tipo monofarmacos o
polifarmacos.

El trabajo retine una parte inicial de generalidades sobre el uso de quinidina y la

seleccion de métodos analiticos para su delerminacion. El trabajo experimental
consistio en la realizacion de un método analitico por CLAR; para cuantificar
quinidina en comprimidos y la validacion del mismo, las conclusiones y la
bibliografia constituyen los tltimos capitulos de esta tesis.



CAPITULO I
GENERALIDADES
2.0 PADECIMIENTOS CARDIACOS.

En la actualidad la principal causa de muerte en los paises desarrollados fa
constituyen las enfermedades cardiovasculares. En nuestro pais el perfil de
morbi-mortalidad de 12 poblacidn se ha modificado enormemente en los Ultimos
afos, de tal manera que no son ya las enfermedades infecciosas la principal
causa de muerte, sino las de tipo cardiovascular, entre las que se encuentran las
arritmias cardiacas, afecciones para las que la prescripcion mas comun es la
quinidina.

2.1.1 ARRITMIA CARDIACA.

Es una alteracion en la que el latido del corazon que normalmente deberia
ser constante se vuelve irregular, existiendo la tendencia a aumentar o disminuir
el nimero de latidos por minuto. (Taquicardia o bradicardia respectivaments),

Entre las arritmias mas comunes se encuentra la taquicardia sinusal que
es una aceleracion del ritmo cardiaco que supera los limites considerados como
normales, ésta se acentlia en relacion con la edad. Normalmente la frecuencia
cardiaca, varia de 60 a 90 latidos por minuto, por encima de los 100 fatidos por
minutos en sujetos adultos, podemos hablar de taquicardia sinusal cuyo limite
maximo es de 160 latidos por minuto.

La bradicardia sinusal es definida como una disminucion del ritmo cardiaco,
por abajo de los 60 {atidos por minuto.

2.2 BASES FISIOLOGICAS.

El corazon esta formado por tres capas: la externa, conocida como el
epicardio, la media o miocardio y la interna: endocardio.



El corazdn de [os mamiferos es un érgano muscular vacio que tlene cuatro
cavidades, dos superiores las auriculas y dos (nfenores Ios venmculos

En el corazon exzsten ‘dos leOS de valvulas::las: aUriCUlovenlricuIares y las
semilunares, su funcion estnba en asegurar el.paso unldlreccconal de la sangre
de auriculas y ventnculas :

En los mamiferos, eI"Ve‘nl' CU 0 impulsa la sangre desoxigenada
hacia los pulmones.. La sangre oxngenada regresa a la auricula izquierda
siguiendo las venas pulmonares y luego penetra en el ventriculo izquierdo.

El muisculo cardiaco consta de un tejido especializado adaptado para
conducir fa exitacion a través del miocardio.

El funcionamiento y la conduccion de! impulso eléctrico puede explicarse a
nivel de potencial de accidn transmembrana.

La fibra ventricular en reposo tiene un valor de -80 a -90 mV. Cuando la
membrana de despolariza hasta aproximadamente -70 mV, o sea, una caida de
potencial de membrana se genera un potencial de accion. La rapida elevacion
del potencial de accion es consecuencia principalmente de la aberlura de fas
puertas para iones sodio al que la membrana se vuelve permeable. Por lo tanto,
los iones penetran al interior de la membrana de la fibra transportando hacia el
interior cargas positivas.

Existen datos que indican que una corriente rapida de calcio contribuye a
la fase de elevacion de! potencial de accion. Una vez que se dispara el potencial
de accion, el potencial elécirico de la membrana se invierte hasta un valor de +30
mv. : Lo

La figura 1-muestra ‘lé:formai de-evolticidn cronologica de! polencial de
accion ventricular registrados con un microeleclrodo.



La fase de elevacion es rapida (aproximadamente 2 mseg) y se denomina

(fase 0.). La repolarizacion comienza rapidamente (fase 1), pero se hace mas
lenta para constituir la meseta (fase 2), después de lo cual hay otra fase de
repolarizacion (fase 3) hasla llegar al potencial de reposo. El intervalo entre los
potenciales de accion se denomina. (fase 4). Durante la fase 4 se restablece la
distribucion en reposo de los iones por accidn de bombas metabdlicas.

El periodo refractario absoluto del musculo cardiaco dura desde el
comienzo del polencial de accion hasta que la membrana se-ha repolarizado
hasta proximadamente -50 mV. Unas pocas milésimas de segundo mas tarde,
cuando la membrana se ha repolarizado hasta quedar entre -55 y -60 mV, una
poderosa estimulacion eléctrica desencadena un segundo potencial de accion
que se propaga; este punlo sefala al final del periodo refractario efectivo. El
término periodo refractario relativo, incluye la superposicion entre los periodos
refractarios efectivo y absoluto, pero sigue hasta que se recupera la excitabilidad
normal.

Los parametros del potencial de accidn transmembrana que son
importantes en la discusion del mecanismo de accion de los farmacos
antiarritmicos son los siguientes: (4)

1. Amplitud del potencial de accién.

2. Duracion del potencial de accion. Periodo de tiempo desde que empieza
la fase O hasta que termina la fase 3.

3. Velocidad de conduccion. La velocidad a la cual el estimulo es
propagado.

4. Automaticidad. Determinada por la pendiente de la fase 4.
5. Maxima velocidad. Es la pendiente de la curva hasta alcanzar fase 0.

Este parametro es algunas veces reportado como el promedio de la velocidad
alcanzada.



6. Excitabilidad. Depende del nivel superior del potencial del umbral.

7. Periodo refractario absoluto. Periodo que sigue después de empezar la
repolarizacion y durante el cual no hay respuesta al estimulo.

8. Periodo refractario total. Es el resultado de periodos refractarios
absolutos y efectivos.

9. Relacion entre la velocidad ascedente al nivel de potencial de membrana
al cual el potencial de acceidn es iniciado.

Kesale

100 mseg

Figura 1



3.0 BASES FARMACOLOGICAS
3.1 TERAPIA ANTIARRITMICA

La terapia del ritmo cardiacogs) empezo en 1914 cuando Wenckeback
reportd que un paciente con malaria que tenia arritmia cardiaca, fue tratado con
una mezcla de alcaloides de Cinchona que contenia principalmentente quinina, y
se observo que su ritmo volvio a la normalidad.

En 1918 Frey estudit la cinconina, la quinina y la quinidina, /. 7encotrando
que los lres tenian propiedades similares en la fibrilacion atrial, pero la quinidina
fue la mas potente. Desde el inicio [a quinidina sigue siendo uno de los farmacos
mas importantes y eficaces para mantener el ritmo normal del corazén.
Posteriormente, en 1951, Mark y col. encontraron a la procainamida /.2 efectiva
como agente antiarritmico.

Southworth y col. reportaron en 1950 que el anestésico local lidocaina /.3
también tenia éxito en la taquicardia ventricular, este farmaco ha sido empleado
en el tratamiento temprano de arritmias ventriculares asociadas con el infarto al
miocardio.

La Fenitoina /.4, es un anticonvulsivo en uso desde 1958, es también
efectivo en las arritmias ventriculares, y ha sido ampliamente usado conlra las
arritmias ventriculares causada por la toxidad de los digitélicos

Otro farmaco que tiene propiedades antiarritmicas es el tosilato de
bretilio 1.5.

El Propranolol.i:6 tiene usos clinicos como agente antiarritmico. Este
farmaco desarrollado en 1964, es un potente adrenérgico. Sin embargo, estudios
posteriores indican que el propranolol esta relacionado con la quinidina en la
accion sobre el corazon por sus propiedades blogueadoras.

Otros farmacos que no son clasificados como agentes antiarritmicos pero
son usados en a terapia de desordenes del ritmo cardiaco son ios digitalicos /.7.



La Eiisopiramida 1.8 es usada exitosamente en Europa y tiene un amplio
margen de seguridad.

El Verapamilo 1.9 derivado de la papaverina ha sido utilizado en Europa
desde 1866, encontrandose que es efectivo en la fibrilacion atrial y la taquicardia
preexilatoria, pero es menos eficiente en el tratamiento de las arritmias
ventriculares.

La Mexiletina /.70 ha mostrado ser eficaz contra las arritmias ventriculares,
reportandose que es efectiva por via oral y tiene un tiempo de vida media largo
con niveles efectivos. :

Un nuevo medicamento, lo constituye la 2.aminopropiono-2',6'-xilidida
1.11 que posee una estructura similar a la lidocaina y a la mexiletina, y tuvo éxito
en el fratamiento experimental de arritmias ventriculares en animales.

La Amiodarona /.72 inicialmente usada en el tratamiento de la angina de
pecho, parece ser efectiva como agente antiarritmico después de una
administracion oral prolongada. Esle farmaco mimetiza y alarga la duracion del
potencial de accion cardiaco.

La Aprindina /.73 se informa como efectiva, presentando una accion

prolongada. Es eficaz para prevenir las arritmias ventriculares asociadas con
infarto al miocardio.

Otro farmaco que en animales ha demostrado tener propiedades
antiarritmicas es ia 4-carbamoiloxi-1-[4-(4-fluorofenil)-4-
oxihutil]decahidroquinolina /.74, Es efectiva por via oral, tiene iarga accion y
posee una accion similar a la de la quinidina.

La Propafenona 71.15 se probd en Alemania en humanos. Su efectividad
puede resultar de la combinacion de sus propiedades B-blogueadoras y

anestésicas.

E! Difenidol 1.16 es eficaz en arritmias inducidas por digitalicos en perros
y en entoxicacion por digitalicos en humanos. Se ha propuesto para uso clinico.
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Recientemente se renovd el interés por la lidocaina para el tratamiento de
las arritmias ventriculares, por lo que se sintetizo el Cloruro de NNn-
Bis{fenilcarbamoilmetil)dimetilamonio 71.77 una sal de amonio cuaternario
derivado de la lidocaina. EI compuesto tuvo éxito en el tratamiento de algunos
tipos de arrilmias ventriculares, especialmente para arritmias provocadas por el
periodo refractario. El compuesto antes mencionado posee una larga accion. Sin
embargo, tratandose de una molécula cargada positivamente no penetra la
barrera hematoencefalica.

El Cloruro de o-lodobenciltrimetitamonio 1.18 es un analogo del bretilio
que ha demostrado ser efectivo en la prevencion de la fibrilacion ventricular en
perros que han sufrido induccion experimental de infarto al miocardio. Este
compuesto es potenciaimente peligroso por sus efectos simpaticomiméticos. Con
el compuesto marcado con 1l se sabe que se localiza en e! tejido cardiaco, por lo
que también se ha propuesto su uso como agente para uso en radiologia.

El esteriode, identificado como 3-amino-5-androstan-2-ol-17-ona 1.19
posee una potente actividad antiarritmica. Este compuesto antagoniza. las
arritmias inducidas por aconitina en ratas, y fue siete veces mas potente y cinco
veces menos toxico que la lidocaina por via intravenosa. El compuesto fue mas
efectivo oralmente a dosis mas bajas que la lidocaina administrada por via
intravenosa y fue sitilar en potencia a la lidocaina en la taquicardia ventricular
inducida con ouabaina en perros. Dosis protectoras del compuesto fueron
efectivas 18 y 24 horas después de administracion oral e intravenosa,
respectivamente.  El compuesto carece de aclividad anestésica local y
propiedades j3-bloqueadoras.

La presencia de muchos agentes antiarritmicos efectivos, de larga accion y
menores efectos toxicos es alentadora para la clinica.

Cuando se considera el tratamiento de las arritmias cardiacas, hay que
escoger el farmaco mas conveniente basado en el completo conocimiento de las
bases patologicas que causan el desorden.
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4,0 SULFATO DE QUINIDINA
4.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

-1749 Uso de la corteza de la quina en la fibrilacion auricular por Jean-
Baptiste de Senac.

-1848 Descubrimiento de la quinidina por Van Heyningen. Se observo que
pacientes con malaria que tenian fibrilacion auricular se curaban de su arritmia
con estos farmacos. )

-1853 Nombrada y preparada por Pasteur.

-1914 Wenckback describe el efecto de los alcaloides de la quina en
arritmias cardiacas.

-1918 Frey comprueba que la quinidina es la mas efectiva despugs que
estudid los otros alcaloides.
4.2 MONOGRAFIA,

Nombre genérico: Sulfato de quinidina.

Formula estructural;

H804.2H;0 -

SULFATO DE QUINIDINA
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Formula condensada: (C20H24N202)2,H2804.2H20)
P.M.: 783.0

Nombre quimico: 6-metoxi-(5-vinil-2-quinuclidil)-4-quinolin-metanol;  -(6-
matoxi-4-quinolil)-5-vinil-2-quinicludinametanol.

Nombres comerciales:  Cin-Quin, Quinidex, Quinicardina, Quinitex,
Quinora. {en México: Quinidurules, Cardiosedinkutz).

Descripcion: Polvo blanco,. inodoro, de sabor amargo, se obscurece a la
exposicion de la luz, contiene no mas del 15% de sulfato de dihidroquinidina. No
pierde el agua de hidratacion abajo de 120°.

Punto de fusion: 174 -- 175°

Indice de rotacion [az]L5 =+230° (c= 1.8 en cloroformo)

[o]s =+322° (c= 1.6 en HCI 2M)

Longitud de onda de maxima absorcion: 235 nm. Anexo 1.

Solubilidad: Un gramo se disuelve en 90 mililitros de agua, 15 mililitros de
agua caliente, 10 mililitros de alcohol, 3 mililitros de metanol, 12 mililitros de
cloroformo. Insoluble en éter y benceno.

pH =6 en 1:200 en agua

pKi1a20° = 54enagua

pKza 20° = 10.0 en agua



4.3 FUENTES DE OBTENCION.

Por tratamiento de la quinidina con un alcodxido metélico o por oxidacion
dela quinidina a quinona y luego reduciendo con isopropoxido de sodio (19,20).

También puede ser oblenida direclamente de las aguas madres
remanentes después de obtener la quinidina de los extractos de Cinchona
separando la cinconina y otros alcaloides.

4.4 EFECTO TERAPEUTICO,

Farmaco utilizado para el tratamiento de las arritmias supraventriculares y
veniriculares.

Mecanismo de accion (3)
a) Depresion general del corazon.

b) Incremento en el periodo refractario 5. Aumentan los efectcs de
despolarizacion y repolarizacion,

c) Depresion en el ritmo, disminucion en la velocidad de conduccion.

d) Afecta la permeabilidad de la célula, la salida de Na+ y la entrada de K+,
Este efecto.se encuentra descrito en la seccion de bases fisiologicas.

Via de administracion:

En la practica se toma por via oral, aunque puede administrarse por via
intramuscular en circunstancias especiales.

Dosis:

La dosis oral habitual es de 300 a 500 mg. cuatro veces por dia.

15



indice Terapéutico:

3-6 meg/m!

4.5 INTERACCIONES

- Si se administra con farmacos como el fenobarbital o la fenitoina (), los
cuales inducen enzimas metabolizadoras hepaticas, pueden acortar
significativamente 1a duracion de la accion de la quinidina, ya que su velocidad de
eliminacion aumenta.

- La concentracidn de digoxina aumenta (13,14,18).

- Aumento en el tiempo de protombina con warfarina ().

- Potenctacion con propranoio! (10).

- Con antiacidos que alcalinizan la orina pueden aumentar la reabsorcion
renal tubular de quinidina (1) y puede inducir el incremento de niveles
plasmaticos de quinidina.

4.6 FARMACOCINETICA (a,6).

Vd =2 a 3 litros por Kg.

Absorcion: Se absorbe rapidamente y las concentraciones plasmaticas
maximas se alcanzan en 60 a 90 minutos. la absorcidn de gluconato de
quinidina es un poco mas lenta () Las reacciones tdxicas ocurren arriba de 8

meg/ml. Alrededor del 70 al B0% esta ligada a la atbumina de) plasma.

Distribucion:  Se acumula rapidamente en la mayoria de los tejidos,
exceplo el cerebro (), se localiza en el sarcolema y las mitocondrias del corazén.

16



Metabolismo: Es metabolizada por el higado. Los metabolitos que se
eliminan por |a orina se hidroxilan Gnicamente en un sitio, ya sea en el anillo de la
quinolina o de {a quinuclidina.

Eliminacion: Se excreta por la orina, el tiempo medio de eliminacion es de
unas 6 horas, como es una base débil la excrecidn aumenta si la orina es acida.
El tiempo de vida media de eliminacion es aproximadamente 6 horas.

4.7 TOXICOLOGIA.
- Hipotension significativa.

- Embolia arterial,

- Tinnitus, pérdida de la audicibn, visibn borrosa, molestias
gastrointestinales.

17



5.0 METODOS ANALITICOS PARA CUANTIFICAR QUINIDINA.
5.1 METODOS ANALITICOS GENERALES.

Existen diferentes meétodos analiticos para cuantificar el sulfato de
quinidina, ya sea en preparaciones farmacelticas, en plantas, en fluidos
bioldgicos o simplemente como materia prima.

Entre éstos se encuentran la cuantificacidn por fiuorometria (21,23) en que la
muestra previamente se ha disuelto en acido sulfurico.

Existen tambien métodos por TLC (21,23) que permiten separar la quinina de
la quinidina, epiquinidina, cinconidina, cinconina y quininona. De acuerdo al
sistema también se pueden separar los dihidroalcaloides de sus respectivos
alcaloides vinilicos, o los epialcaloides de los dihidroalcaloides.

Otro método para cuantificar y separ los alcaloides vinilicos de los
dehidroanalogos es la cromatografia de gases (21) en donde previamente se han
formado los derivados por metilacion.

Una técnica que también se ha empleado para cuantificar hidroquinidina
(contaminante natural de la quinidina) en mezclas en donde esta presente la
quinidina, es la resonancia magnético nuclear (28.

La técnica mas empleada en la actualidad es la cromatografia de liquidos,
porque permite utilizar diferentes fases de soporte en la columna (de intercambio
idnico, de fase reversa, o directa), y también distintos detectores elc. (24).

Se han desarrollado métodos en muestras de plasmas para determinar
quinidina y dihidroquinidina empleando una columna de intercambio catiénico a
una absorbancia de 230 nm. utilizando como estandar interno la cinconina (25).

Otra modificacion al método, consiste en emplear una columna C18

empleando deteccion de fluorescencia. Este método permite determinar la
quinidina y la hidroguinidina (24).
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Otros mélodos consisten en la determinacion de quinidina y sus
metabolitos en plasma empleando fase normal y detector UV a 235 nm (25).
Existen métodos para detectar impurezas en preparaciones farmacéuticas (26,27),
0 bien para separar los alcaloides cinchona, o la determinacion simultanea de
varios agentes antiarritmicos (28,29).
5.2M ETODO FARMACOPEICO PARA DETERMINAR SULFATO DE QUINIDINA

- Reactivos.

Acido metanosulfonico: Adicionar 35 mi de acido metanosulfénico a 20 ml
de acido acético glacial y diluir con agua a 500 ml.

Solucién de dietilamina: Disolver 10 ml de dietilamina en 100 ml de agua.

Fase movil: Agua acetonitrilo, acido metanosulfonico y solucion de
dietilamina (860: 100: 20: 20). Se ajusta con dietilamina a un pH de 2.6.

Estandar. Pesar 20 mg de sulfato de quinidina, disolver y aforar a 100 ml
con fase movil.

Muestra: Pesar y moler no menos de 20 tabletas, transferir a un matraz
aforado de 100 ml una porcion de polvo, equivalente a 160 mg de sulfato de
quinidina, adicionar 80 ml de metanol, agitar durante 30 minutos y aforar con
metanol, filtrar desechando los primeros 10 mi del filtrado. Tomar una alicuota de
3 mly diluir a 25 ml con fase movil.

Condiciones cromatograficas:

- Volumen de inyeccion 50 mel.

- Longitud de onda: 235 nm.

- Columna sopoﬁe Cis Ide 3.9 mmx 30 cm.
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La formula para calcular la cantidad en mg de la suma de sulfato de
quinidina y sulfato de dihidroquinidina en la porcidn tomada de polvo es la
siguiente:

(2500/3) Clrow + raw) / {ros + rds),

en donde C es la concentracion en mg/mi, de estandar de suifato de
quinidina, reuy res son las respuestas de la quinidina obtenidas de la muestra y el
estandar respectivamente y rau y rés son las respuestas de la hidroguinidina
obtenidas de ia muestra y ei estandar respectivamente.

Tiempo de retencidn de la quinidina; 1 minuto.

Tiempo de retencidn de la dihidroquinidina: 1,5 minutos.

La resolucion entre los picos es de 1.2.
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CAPITULO Il

PARTE EXPERIMENTAL

31 METObO ANALITICO

3.1.1 Equipo

-Cromatografo de liquidos Millipore Walters equipado con dos bombas
modelo M-45. Un detector UV Lamda Max No. 481 y un integrador
33745/7458. ‘

- Columna de acero inoxidable de 25 cm de longitud con 4.6 mm de
diametro interno, empacada con un soporte Css, ultrasphere ODS 5u marca
Beckman Instruments.

- Balanza analitica marca Sartorious 200. Agitador vortex.  Bafo
ultrasénido marca Cole Parmer 8851,

- Equipo de filtracion Millipore, matraces aforados y pipetas volumétricas
marca Pyrex previamente lavados con extran y enjugados con agua desionizada.

3.12 Reactivos y estandares.
3.12.1 Reactivos.

- Metano! grado HPLC Mallincrodt.

- Agua desionizada por una membrana.

- Acido fosférico al 85% Merck.

- Trietilamina.

- Metanol grado reactivo Merck.3.12

- Sulfato de quinidina estandar secundario lote MPL-9540MDOS0
proporcionado por CAFET y ASTRA.

- Etilparabeno, estandar secundario, lote numero 97F-3565 donado por
SYNTEX.
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3.12. Reactivos.
- Metanol grado HPLC de Mallincrodt.

- Agua desionizada y filtrada por una membrana.
- Acido fosforico al 85% de Merck.
- Trietilamina.
Metano! grado reactivo Merck.
3.13 Preparacion de soluciones.
- Solucion reguladora de fosfato de trietilamomio.

Se mezclan 10 ml de trietilamina con 80 ml de agua desionizada, agitando
para incorporar ambas fases y se ajusta el PH a 2.2. con acido ortofosforico al
85%.

Se probo la conducta lineal del método para sulfato de quinidina con
concentraciones que van desde 60% hasta 140% con- las siguientes
concentraciones:

- Solucién 1. Se prepard una solucion madre de estindar de sulfato de
quinidina, se pesan 20 mg y disclver en 100 ml de metanol, su concentracion es
de 200 mg/ml.

Solucion Il. Solucidon madre de estandar interno de etiiparabeno. Se pesan
45 mg y se disuelven en 100 ml en metanol, su concentracion es de 450 mg/ml.

DILUCIONES. {Ver diagrama 1).

Solucién A . De la solucién | {que tiene una concentracién de 200 mcg/m!
se hace una diiucion ). Se toman 4 ml con una pipeta volumétrica y se depositan
en un matraz volumétrico de 50 ml.

Por ofro lado, se pipetean 4 ml de la solucién de etilparabeno, que tiene una
concentracion de 450 meg/ml, y se depositan en el mismo matraz, se afora con
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metanol. Esta solucién tiene una concentracion de 16 mcg/ml que corresponde al
porcentaje del 60% de sulfato de quinidina, y una concentracion de 36 mcg/ml de
etilparabeno que es el estandar interno.

Solucién B. De la solucion | se pipetea con una pipeta volumétrica 5 ml y
se depositan en un matraz volumétrico de 50 ml, pipetear de la solucion madre
de etilparabeno 4 mi y depositarlos ahi mismo, aforar a la marca con metanol.
Esta solucion tiene una concentracion de sulfato de quinidina de 20 mcg/ml que
equivale al 80% y una concentracion de etilparabeno de 36 mcg/ml.

Solucién C Se toman de la solucidn | {conc. de 200 mcg/ml) 3 ml y se
colocan en un matraz volumétrico de 25 ml, y depositar también en el mismo
matraz 2 ml de estandar interno y se afora con metanol, la solucién tiene una
concentracion de 24 meg/ml de sulfato de quinidina que corresponde al 100% de
la curva patrén y una concentracion de 36 mcg/m! de estandar interno.

Solucién D. Se toman 4 ml de la solucidén [ y 2 ml de la solucion I del
estadndar interno y se afora a 25 m! con metanol; la solucion tiene una
concentracién de 32 meg/m! de sulfato de quinidina que corresponde al 120% y
una concentracion de estandar interno de 36 meg/ml.

Solucion E. Se toman 5 mi de la solucion | y se depositan en un matraz
volumétrico de 25 ml, se depositan también 2 ml de la solucion !t de estandar
interno y se afora, la solucidn tiene una concentracién de 40 meg/ml de sulfato de
quinidina que equivale al 140% y 36 mcg/m! de etilparabeno.

Cada concentracién se inyect6 al cromatdgrafo por duplicado. (Diagrama 1).
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Solucidn [, 200 meg/m! Sulfato Solucion 11, 450 meg/m! _:1-"'
de quinidina Etilparabeno
ami 4ml
Solucion A
16 mcg/ml de $:Q: y 36 meg/mi
aforar @ 50 ml de Ep.
5mi 4ml
: Solucion 8
20 meg/mi de S.Q. y 36 mcg/ml de Ep H
aforar a 50 mi
3ml 2ml
Solucién C
24 meg/ml de 8:Q: y 36megimdeEp T
aforara 25 ml
aml 2ml
Solucién D
32 megimide S. Q. y 36 meg/mi de Ep. |-~
aforar a 25 ml
sml 2mt
Solucion E
40 megimi de §,Q. y 36 meg/ml de Ep —
aforar a 25 ml

Diagrama 1
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3.14 Preparacidn del placebo para la validacién del método
Para determinar la linearidad del mélodo se prepard el siguiente placebo de
liberacion prolongada: ‘

Lactosa...cevernerennes 75 mg
Almidén de maiz.......... 60 mg
PVP o 23 mg
Eudragit RS......ccc.c.... 30 mg
LI L SO 12mg

Se pesaron 400 mg de sulfato de quinidina y 700 mg de placebo, se mezclaron
los polvos perfectamente en un mortero. Esta mezcla es también llamada placebo
cargado.

3.15 Preparacién del placebo cargado

Para determinar la linearidad del método se pes¢ el equivalente del placebo
cargado para abtener 12, 16, 20, y 24 mg de'sulfato de quinidina. Para obtener 12
mg de quinidina se pesaron 33 mg de placebo cargado. Esta pesada se realizd
por triplicado. De la misma manera se pesaron tres veces 44 mg de mezcla, la
cual lleva 18 mg de sulfato de quinidina. Luego se pesaron 6 veces 55 mg de
placebo para obtener 20 mg de quinidina, en este punto de la curva que es el
100% se efectlian seis pesadas para obtener |a exactitud del método.

Se pesaron por triplicado 66 mg de placebo cargado, para obtener 24 mg de
sulfato de quinidina, y finalmente se hicieron tres pesadas de 77 mg de mezcla
para obtener 28 mg de sulfato de quinidina, como lo indica la tabla no |y se
cuantificaron siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 3.2.
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3.2 Procedimiento.
Tabla no. 1. Procedimiento para obtener la curva para determinar la linearidad y exactitud

del método,
No. de % de Sulfato mg mg mg Afero
pesadas de (mezcla) {Sulfato (placebo) {m1)
] {Quin + Plc) de quinidina)

3 60 33 12 21 100

3 80 44 16 28 100

6 : 100 55 20 35 100

3 120 66 24 42 100

3 140 77 28 49 100

Después de efectuar cada una de las pesadas arriba mencionadas se depositan
en un matraz volumétrico de 100 ml, se adicionan 50 ml de metanol, se agita en
un vortex durante diez minutos y se afora a la marca con metanol. Se filira a
través de papel filtro (Wathman no. 1), desechando la primera porcion del filtrado,
se toman tres ml del filtrado y se depositan en un matraz volumétrico de 25 ml
llevando a la marca con metano!. (Diagrama 2).

Se inyectan por duplicado 25 mel al cromatégrafo de cada una de las pesadas. -
Las condiciones del cromatégrafo se examinan en el incisc 3.3.

3.3 Condiciones cromatograficas.

-Fase movil: Metano! HPLC, agua desionizada y solucion reguladora de fosfato
de trietilaamonio, en las siguienles proporciones: 60:39:1, filirada por una

membrana Millipore de 0.45 micras y desgasificada en un bafo ultrasénico por
20 minutos, el -pH de 1a fase movil es de 3.5.
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a) Volumen de inyeccidn: 25 mel.
b) “Atenuacién: 256

¢} -Sensibilidad: 0.5 AUFS,

d) Longitud de onda; 235 nm.

e) Flujo: 1.0 mi/min.

3.4 Parametros del sistema

3.4.1 Linealidad.

Para determinar fa linearidad del sistema, se prepararon 6 curvas patrdn de
sulfato de quinidina {cada punto de la curva lleva una concentracién constante de
estandar interno) en el intervalo de concentraciones de 16 a 40 mcg/ml, en cada
uno de los dos dias se hicieron tres curvas patron diferentes (Tabla 4.1y 4.2).

El criterio para establecer la concentracidn de la curva patron se basé en la
formulacién de cada uno de los productos farmacéuticos disponibles en el
mercado nacional. Producto A.

3.4.2 Precision.

Para determinar la precision del sistema se prepararon 6 curvas patron en dos
dias distintos; de 16 a 40 mcg/ml ihyeclando cada punto por duplicado y se
obtuvo el coeficiente de variacién. (Tablano. 4.3y 4.4).

3.5 Parametros del Método.
3.5.1 Linealidad.
Se determind con placebos cargados del principio activo con cinco

concentraciones diferentes incluyendo el 100%, haciendo tres pesadas de cada
concentracion e inyectando cada muestra por duplicado (Tabia 4.5).
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3.5.2 Precision.
Para determinar la precision del método se obtuvieron los coeficientes de
variacién de los resultados de la curva de exactitud (Tabla no.4.6).

3.5.3 Exactitud.

Se determind preparando seis placebos cargados diferentes, a la concentracién
de! 100% (de la linealidad del método se ocuparon tres placebos cargados y
solamente se prepararon otros tres), e inyectando por duplicado cada muestra
(Tabla no.4.7).

3.5.4, Especificidad.

El placebo se disolvié en metanol y se hizo una inyeccion previa para observar si
habia interferencia de algun pico del placebo con los picos de la quinidina o del
estandar interno y de esta manera comprobar la especificidad del método

(figura 1),

3.6 Aplicacién del método en producto comercial.

Se aplicod el método a un producto del mercado nacional, (producto A) con forma
farmacéutica de grageas de liberacion profongada.

Se pulverizaron 10 grageas, se pes6 una muestra equivalente a 20 mg de sulfato
de quinidina y se utilizd el mismo procedimiento descrito en la seccién 3.2. Se
obtuvo el porciento de sulfato de quinidina, haciendo el calculo con las alturas.
(Diagrama 2).
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CAPITULO IV
RESULTADOS

CROMATOGRAMAS

4.1 Sulfato de Quinidina y Estandar Interno

8

—3=9

=31

& o

1.81
2. S5

. BGN
"‘_LB .

TEND

-

4,2 Especifidad del Método, comparacidn con Placebo

rz.m 2.31

Figura 1
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4.3 APLICACION DEL METODO
{SULFATO DE QUINIDINA Y ESTANDAR INTERNO)

T

.Figura no, 2
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4.3.1 APLICACION DEL METODO A UN PRODUCTO TERMINADO

Determinacion de la cantidad de sulfato de quinidina por tableta. Célculos
{resultado en mg).

mgftab. = C(std) (hrmtra / hrstd) aforos / alicuotas p.p. / w {mtra)

donde:
C(std) es la concentracién del estandar en mg/m!
hrmtra,es la altura relativa de la muestra = 1.417,
hrstd, es la altura relativa del estandar = 1.410
p.p. es el peso promedio de 20 tabletas y
w(mtra) es el peso de la muestra en mg = 554.0.

Peso promedio:  0.5530, 0.5491, 0.5502, 0.5230, 0.5412, 0.5551, 0.5600
0.56551, 0.5597, 0.5528, 0.5677, 0.5598, 0.5501, 0.5602
0.5501, 0.5434, 0.5525, 0.5507, 0.5619, 0.5521.

. Sustituyendo en la férmula tenima
mg/ tab = 20 mg / 100 *3/25 00/3*552.3/554
mgitab =20.80

o %'=2080°100/20=10354%
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
DIA 1

. Para determinar la linearidad del sistema se prepararon seis curvas patron, en
dos dias distintos; las concentraciones van de 16 a 40 mcg/ml y se calculd la

pendiente, el intercepto y el coeficiente de carrelacién. (Tabla no. 4.1y 4.2).

Tabia no. 4.1. Linealidad del sistema.

Concentracién R1 R2 R3 R
{meg/ml)

16 1.206 1.199 1.240 : . !.215

20 1675 | ctds rser 1577
24
32

a0:

2 0.995 0.999 0.999 r=0.9994

Las concentraciones arriba expresadas se refieren a la concenlracién del sulfalo de
quinidina. R es Ia altura relativa promedio, es decir, el resultado de dividir ia altura del pico
del sulfato de quinidina por la altura de! estandar interno, y promedio porque se inyectd por
duplicado.
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LINEALIDAD DEL SISTEMA

DIA 2

Tabla no. 4.2 Linealidad del sistema.

Concentracién R1 R2 R3 R
{meg/mi)
18 1.0608 1.0740 1.0923 . 1.0756
20 1.3385 1,3483 1.3333 1.3400
2! 15600 1.5045 1.5605 15718
2 a0 : :2.1174 2.0436 2.0818
- 2.6187 2.6363 26304° s
0.0642 0.0637 m= 0.0644
0.0548 0.0505 b=o.o4o$ :
f 09099 | . 09985 2= 0.9997
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PRECISION DEL SISTEMA
DIA 1

Para determinar la precision del sistema se obtuvo ia desviacion estandar y
el coefieciente de variacion de las tres curvas realizadas en un mismo dia.

Tabla no. 4.3. Precisién del sistema.

Conc. R1 R2 R3 R B e
{ncg/mi) L

20

24

32

40 |20

R es el promedio de tres curvas realizadas en un dia.
D.E: es la desviacion estandar
C.V: es el coeficiente de variacion.
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PRESICION DEL SISTEMA
DiA2

Tabla no. 4.4 Presicion del sistema.

Concentracién R1 Rz R3
{mcgimi)
16 1.0606 1.0740 1,_0923
20 - 1.3385 1.3483 i 1:3353‘ E
24 1.5606 1,5945 15605
32 ‘  2.0846 21174 2.043§
40 e 2.6}365 2.6187 2.6363
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LINEALIDAD DEL METODO
Para obtener la linealidad del método se grafican los resultados de cada
concentracion de sulfato de quinidina que lleva la mezcla contra la respuesta
que es la relacion de alturas, obteniéndose el intercepto, la pendiente y el
coeficiente de correlacion
Tabla no. 4.5. Linealidad del métodlo por CLAR.

mg Concentracion R R
{mezcla) {mcg/ml)

33 14.4 0.9169
0.8991 . 0.9025
-~ 0.8917

11802
st2160 0 | 1.2033
*1:2038

44 19.2

55 , 240 .| 14706

‘ ‘ 1.5180
1.5263 ol
1.4999 16002 -
1.5043
15351

e | 28 1.8035
’ " ' 1.8408 1.8150
1.8008

2.1056
2.1061 2.0961
2.0768

7

o m=00624 b = 0.0057 r=0.9998
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PRECISION DEL METODO
Para determinar la precision del método se calculd el coeficiente de variacion
de los datos de cada una de las pesadas de los datos de linearidad del

método.

Tabla 4.6. Precision del método por CLAR para cuantificar sulfato de quinidina.

mg Concentracién R D.E. cv:
(mezcla) (meg/ml) _{%})

33 14.4 0.9025 0.0129 1.43

44 18.2 1.2033 0.0129 1.07

55 24.0 1.5092 0.0230 | 1.52

6 2858 18150 {02280 123

7 'sas 2.0'961‘ oorer 080
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Para determinar la exactitud se grafican los miligramos adicionados de sulfato
de quinidina al placebo vs. miligramos recuperados después de hacer la
extraccion, obteniéndose el porcentaje recuperado para asi poder obtener el

EXACTITUD DEL METODO

intervalo de confianza para la media.

Tabla no. 4.7. Exactitud del método por CLAR para cuantificar quinidina,

mg adicionados de | mg recuperados % Intervalo de
{placebo) sulfato de recuperado confianza
33 12 1140 9513 94.34 - 95.91
44 16 15.20 85,08 94.49 - 95,68
55 20 19.08 95.38 93.19 - 97.52
66 24 .22.93 95.56 92.64 - 98.4.7
77 28 26.48 94,59 92,72 - 96.45 '
m 0.9472 b= 0.069 r = 0,9998

El término mezcla se refiere al placebo cargado, o sea a la mezcla de sulfato de quinidina y

formulacion de liberacién prolongada,

Los mg adicionados son los mg de sulfato de quinidina que se agregaron a cada una de fas
mezclas de la columna 1.

Los mg recuperados son de sulfato de quinidina después de extraer y aplicar ) método,

El % de recuperacion es la relacién de mg adicionados y los mg recuperados.

Ei Intervalo de confianza para la media al 0.975 de probabilidad,
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PROCEDIMIENTO PARA ANALISIS DEL PRODUCTO TERMINADO.
{APLICACION DEL METODO)

[ Pesar y moler 20 tabletas o grageas ]

Pesar el equivalente a 200 mg de sulfato de
quinidina

Extraer con metanol, adicionar el estandar interno y aforar a 100 ml con
metanol.

Tomar de la solucion anterior 1 ml y llevar a25ml J

I Inyectar 25 mel al cromatdgrafo j

Determinar el porciento de sulfato de quinidina que contienen
las tabletas o grageas.

Diagrama 2
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LINEARIDAD DEL SISTEMA (DIA 1)

' + . 4 : :

L0 18 2 25 3 %
" ' Concentraclén (mcg/ml) Grafica 4.1

LINEARIDAD DEL SISTEMA (DIA 2)

0 ! 1 . { s ‘ i
T — f T t T L

S0 s 10 15 20 2% 30 3%
o Concentracion (mcg/ml) Gréfica 4.2
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LINEARIDAD DEL METODO

- 251

R Y- S
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Concentraci6n (meg/ml) Gréfica 4.4

EXACTITUD DEL METODO
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mg adicionados de sulfato de quinidina Gragica 4.5
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CAPITULOV
ANALISIS Y bISCUSK)N DE RESULTADOS

A continuacion se analizan los factores que se consideraron para el desarrollo del
presente método analitico.

Estandar intemo.

Se probaron como estandares moléculas de estructura quimica semejante a la de
la quinidina pero su tiempo de retencion era muy semejante al de ella, ademas de
quedar retenidas en Ia columna, por {o que se descartaron.

Se probaron también moléculas con un tiempo de retencion mayor que el de la
quinidina, sin embargo no se obtuvo una buena resolucidn o el tiempo necesario
para el analisis se incrementaba desfavorablemente.

Se eligié el etilparabeno como estandar interno por sus caracteristicas de
solubilidad en metanol, ya que este disolvente es el que se utilizd para preparar
las soluciones de sulfato de quinidina.

Se buscd una molécula facitmente disponible de costo accesible y con un tiempo
de retencion adecuado. El tiempo de retencién del etilparabeno es de 5.8 minutos,
existiendo una diferencia de 2.8 minutos con el tiempo de retncion del sulfato de
quinidina que es de 3 minutos, lo que permite una resolucién optima.

En una corrida normal se presentan tres picos en donde el primero es el pico del
metano!, el segundo es el pico que corresponde al sulfato de quinidina (3
minutos),

se presenta como un pico agudo y bien definido aunque inicialmente presentd un
ligero coleo, que se corrigié madificando el pH de la fase mavil de basico a acido,
el tercero es el pico correspondiente al estandar interno (5.8 minutos) que es
también un pico agudo que inicia inmediatamente después de que se ha
terminado de formar el pico de la quinidina. La identidad del pico del disovente se
comprobd inyectando este en forma Gnica y/o haciendo una inyeccién simulada
accionando la palanca def inyector.
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Los tiempos de retencidn son adecuados, con un tiempo méximo._de corrida de
diez minutos. S e e

Parametros del método. ) .
Para que un método pueda ser considerado valido se requiere que sea lineal,
exacto y preciso, por lo que se analizan brevemente cada uno de estos
parametros.

La especificidad del método se demostrd inyectando una muestra de placebo que
se tratd de la misma manera que la quinidina, obteniéndose como respuesta el
pico del metanol, lo que demuestra que no hay interferencia del placebo en la
determinacion, de la exactitud y linearidad del método.

Linealidad del sistema. (Dia 1) En la tabla no. 4.1 se muestran los resultados
abtenidos de la prueba de linearidad del sistema efectuada en el dia 1, se probd
la conducta lineal del sistema elaborando una curva patron. y determinandc su
pendiente, intercepto y coeficinte de correlacién.

La respuesta se refiere a la relacion que hay entre la aitura del problema y la
altura del estandar interno, observandose que existe una relacién directa entre la
concentracién y la respuesta, es decir que la respuesta aumenta en proporcion
con la corcentracion.

Por lo anterior podemos decir que |a respuesta es lineal en el intervalo de
concentracion de 16 a 40 mcg/m!, obteniéndose una pendiente de 0.074, un
intercepto de 0,059G y un coeficiente de correlacion de 0.9994

Se observé también que cuando la concentracion aumenta en cuatro unidades la
respuesla aumenta en tres, cuando aumenta en cuatro la respuesta se incrementa
en seis; por lo que se pueden inferir puntos intermedios a lo Yargo de la curva.

Linealidad del sistema (Dia 2). Los valores de los parametros de linearidad
obtenidos fueron: la pendiente promedio con un valor de 0.0844, el intercepto con
0.0403 y el coeficiente de correlacion de 0.99969, por lo que se cumplen los
criterios de linearidad del sistema.
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Se observaron algunas diferencias del primer dia y el segundo en los resultados
de corelacion, obteniéndose valores menores de inlercepto y pendiente para el
segundo dia, pero aun asi se mantuvo la respuesta lineal con coeficientes de
0.9994 y 0.9997 para el primer y segundo dia respectivamente.

Precision del sistema (Dias 1 y 2). Se observa que los datos de coeficientes de
variacién son: para |la concentracione de 16 meg/ml una variacién de 1.80, para la
de 20 5.91, la de 24 0.41, la de 32 1.45 y la de 40 1.86, cumpliendo con el criterio
de que el coeficiente de variacion debe ser menor o igual al 2%, excepto para la
concentracion de 20 meg/ml.

Analizando los resultados para las concentraciones de 32 y 16 mcg/mi con
valores de porciento de coeficiente de variacion con 1.77.y 1.47 respectivamente,
mientras que los valores menores de coeficiente de variacién de 0.38 y 0.56 son
para las concentraciones de 40 y 20 mcg7ml.

Linealidad del método. De los resultados de linearidad del método se obtuvo
para la concentracion de 14.4 mcg/ml una respuesta de 0.9025. Para la
concentracion de de 19.2, 1.2030, enla concentracion del punto medio se obtuvo
una respuesta de 1.5092, para la concentracién de 28.8, se obtuvo una respuesta
de 1.8150 que es el doble de la concentracion de 14.4 mcg/mi, par_a la
concentracién de 33.6 mcg/ml, se obtuvo una respuesta de 2.0961.

Analizando los datos de concentracidn vemos que la diferencia entre cada
concentracion y la siguiente es de 4.8 unidades, lo mismo sucede con las
respuestas en las Ultimas concentraciones, vemos que la diferencia entre la
respuesta de 1.2033 y 0.9025 es de 0.3008 unidades, para |a respuesta dr 1.5092
y 1.2033 es de 0.3058 unidades, lo mismo para las respuestas de 1.8150 y la de
1.5092, su diferencia es de 0.3058 unidades. Hubo poca diferencia en la
respuesta de 2.0961 y la de 1.8150, obleniéndose una diferencia de 0.2811, sin
embargo los paradmetros de linearidad muestran muy buena correlacién r =
0.9997, un intercepto de 0.0057 y una pendiente de 0.0624 que cumple con el
criterio para linearidad del método.

Exactitud del método. Analizando los resultados de la tabla 4.5 de la exactitud

del método, se adiciond al placebo de 33 mg, 12 mg de sulfalo de quinidina, y se
recuperaron 11.40 mg, el porciento de recuperacion es de 95.13. Para el placebo
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nimero dos se adicionaron 16 mg del principio activo, recuperandose 15.20 mg o
sea el 95.08%. Para la siguiente mezcla de placebo se adicionaron 20 mg del
antiarritmico y se recuperaron 19.06 mg es decir el 95.36% Para la mezcla
siguiente, se cargaron 24 mg de quinidina y se recuperaron 22.93, que en
porciento es el 95.56%, para la Ultima mezcla se adicionaron 28 mg de quinidina y
se recuperaron 26.48 gue corresponde al 94.59, que es el menor porcentaje de
recuperacion.

En todos los casos se obtiene un porciento de recuperacion del 95 considerando
que el método es bueno.

Observando la gréfica 4.5 de miligramos adicionados contra miligramos
recuperados observamos que la grafica es una linea recta con una pendiente de
0.9472, un intercepto de 0.069 y una correlacion de 0.9998.

Precision del método. Para la concentracion de 14.4 mcg/ml se obtiene un
coeficiente de variacion de 1.43, para la de 19.2, un coeficiente de variacion de
1.07, para la concentracién de 24 mcg/ml una variacion de 1.52, para la
concentracion de 28.8 se obtuvo un coeficiente de variacidon de 1.23 y para la
Ultima concentracion un coeficiente de variacion de 0.80, que es la variacion
menor para todos los casos, observando que en todos los casos el coeficiente de
variacion es menor al 2%, por io que se cumple con el criterio de precision.

Observamos que el coeficiente de variacion es menor al 2% para todos los casos,

siendo el mas pequefio para cuando se adicioné mas quinidina de 0.80 y siendo
el mayor de 1.52 para la mezcla que incluye al 100% de quinidina.
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CAPITULO V!
CONCLUSIONES

1. Se propone un método alternativo para la determinacion se sulfato de quinidina
que resulta mas econdmico que el farmacopeico (USP XXII). Principalmente por
reducir el costo de la fase mavil, porque emplea metanol y no acetonitrilo. El
metanol tiene como ventaja adicional el presentar menores problemas de tipo
ecolégico.

2. El método por cromatografia de tiquidos nos permitié cuantificar de una manera
confiable el sulfato de quinidina en producto terminade comercial.

3. E! método propuesto es lineal en un intervalo de concentracion de 14.4 a 33.6
mcg/ml, encontréndose un coeficiente de correlacion de 0.9998.

4. Por lo que respecta a la precision se determind este parametro y se
encontraron valores de coeficientes de variacion menores a 2%. :

4. De la exactitud del método se determiné un porciento de recuperacion del 95%
para el placebo usado.

5. Debido a que fue imposible obtener placebo de parte del fabricante se propone
un estudio alternativo del método por el método de adicién de estandar.

6. El método funciona exclusivamente para cuantificar sulfalo de quinidina en

producto terminado, no asi en maleria prima, porque no logra separar el
contaminate natural de la quinidina que es la dihidroquinidina.
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