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1. __ INTRODUCCION.

Para que una nueva moldculs con actividad 6 Ssgue a manos de un pacients bajo una
WMMMWMmdmammnhummwbde
inéticos, tordooldgh clinicos y igicos, con of fin de garantizar que ol
pach recibirs un medk uguroyoﬁeu.
£n otros paises, como es ol caso de Estados Unidos, M!Mnmdmewduwmmm
o mismo principlo activo, misma dosis @ igual forma fa deberd de que ¢l seg
productc en salr al mercado @8 seguro, eficaz y apduth shvad p sl
formulacion de la compafia que recibid primero ka aprobacién para poner a [ venta dicho medicamento
{producto in op ) svalencia lerap 9 se verifics
Sevando a cabo un estudio de Biosquivalencia, para io cual es esancial contar con un método anslitico

mym”mmdummdmwm(m sangre
uu pw-m).mnmmmmd-mmmm 05 cuales pusdan

pr ft d del método se fundamenta en la validacién de
ddo.
Lunpoqu-d&muvdﬁummmpwnw funcién
puseta, sslablidad y recobro

La finalidad de este trabajo ee desarroliar vy validar un mélodo analitico para cuantificar Hidroclorotiszida
en plssma por Cromslografia de Liquidos de ARa Resolucion, pera utikizarse durante un estudio de
Blosquivalencia de medicamentos.



5 GENERALIDAD!

21 BIOEQUIVALENCIA (1)

mwmmdmuudommdn di nlos para o de un
miamo padacimiento, loa cusies producen  efectos benéficos similares ymmmm

mmummmwm estar disponible en forma de diferontes sales y 1o sal de un
on sspecifico pusde eatsr contenida en diferentos lormas famacéuticas, que pueden slectss
hWnddﬂnnmd.hfwmhcbn £s posible que und tableta o cdpsuls prowenga de
dereres (uontes, y lea Unices diferancies que mdetan entre olias son ios exciplenies, color, cublerts y
stiqueta de #5ias.
La di ildad de & f; st de diferanies (usitss, con una etiquata
mhrcmmuuupﬂahdh\umcuhmummlm un ejemplo s
de un o el do, fas cusles
hmp-ddohpnuodondehm mmmuhsmm«wmmmmm

fhamaco con palante pf da por olra bioc an el p de
manfactuna.

Bmahmmmawmwnmowmmmhm
polencie, mista forma de dosificacidn y por la misima via se he on un relo in purn
fos profesionsies & cuildado de is salud, mummymuum&
Me,aslemouenequew:m P ¥ con asp conla rided y
oficacia de los

EnEmUmM!MummmmdoMau establece que para e unN
wmuofammicopuedas«wmhndoymuahvem seretuemwe sehayan
previaments 1a & paide 18 d y efic actives. En ks
atimas dé j talork comoh'Foodandewmsnibn(FDA)rm
mmwfmmmammmmwmrbsteWy
eficacis, jos cuales resultan muy caros y mucho tiernpo.
MMMMmmWnuhmm on que &6 posible ectablecer sstsndarse
eavd disticos para o que una formulacion de prueba es
n biable p s & ,. do & (i JAU“ rih d.‘””"“

riterios 56 O ! y “"‘*
lumbbnd‘m Ducbhdbarhdohl'?ﬁs muamummumm
dado origen apnmbumdahFDA que pernilen k& comercializ
Penéricos. Eatos crilerion se apiican fambidn mmwﬂmwumme{me.bn
feformulado por razones de comarciaizacidn o de manufactura.

£} mecanismo mediante ol cual un producto gendrico puede ser comercializado
thm&mmMo(ﬁmwmmw ANDA)P-nh
reformulncién de un producto con palenis gida, se de la perals
venta de un nuevo medicamento (new drug application, NDA)
um.wqmadmmdoswomms(pmdudodawwb-ymuohmm)muwnh
del producto en sl, y ta d ¥on de su p SO 106 orike
wumumwwMQWeam Lnseduioohmdum
cusnis en ki documentacidn del producic son  que la nusva formula e
imadm mhnmdodsyw(«nhyqnmmwhnﬁnumwd
de

gy e

P . Los qnu

son &g quo g que ol pr fi bull wmmpdamiiywm
i Un requt finsi para o de

iomuhdenym nmeﬁuﬂoammhmwhﬂwdqﬂmmw
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confirmar que ol firmeco en ambas formulacionss, se absorbe en ia misme centidad y wiocided; esto
ummumuumoummumdmwm
estableclendo as! si esios niveles son comp b inistracidn de cada una de lac
formusiaciones.

22 TECNICAS ANALITICAS PARA LA DETERMINACION DE FARMACOS EN
FLUIDOS BIOLGGICOS.

2.2.1 Cromatografia

22.1.1 Generalidades (2)

La cromstografia es una técnics de cidn que ha dcacidn en todas las ramas de
ia olencla, y es indudablemente huaiunﬁsmnmmdmdaﬂmmmm
bioldgicos. Esto se debe -qunlm étod un p p
separacidn con un sistema de yupoc"bo

La cromalografla se basa en un sistema compuesio por dos faces inmischies: una fase mévit
conatiide por un fluldo que se desplaza scbre une fase catacionsria; In fase mdvl pusde ser un
Squido, Un gas o un fluido supercritico. La fase estacionaria pusde ser un liquido soportado en un
material poroao e inere, o por ia pared Interior de une columna tubuler, o puede también conslstir en
moléculac quimicamenie unidas a dicho material de soporte 0 3 fa pared de ls columna,

mmnmmmm finddack lativas por la fase ia y por ia

fase mévil, de manera que una finkdad retath alaahfasemhu

m‘mwwmnmﬂm or que na pis con una

m*hdm-nwlesh Talen on d de ', iOn son s que permilen una
fisica de los comp de una

Exdsten custro de ssparacién (3) que d den de la forms en que se retisnen las

moléculos en (a fase estacionaris; eslos Macanismos dan dan origen 3 custro médodos bdsicos de
cromatografia de liquidas (Ver TABLA 1)



TABLA 1.Mecanismos de seperacitn en cromalografle de iquidos.

Mecasniamo de | Método cromatogrifico
| separacién
* | Nquido / Hquido [ 7l de { lewoh une fase Jonaria lquida, de
pasticidn composicion diferente a 11 fase mivll. Las
moldcuas se distribuyen entre i fase movlly
ia fase estacionaria, como en una entraccidn
sbidoMquido Cromatogfia de | ivolucra particulas de gran drea superficial,
adaorcién donde la retencion se debe 8 que s
i de la son atraides a
superficie de & paticus.
intercambio ibnico Cromatognafia de | La fase estacionaria contiene grupos idnicos
infercambio ibnico fjos junko con ik de carga op

Exchualén portsmefic | Cromatogralia en pel.

tamafio. Las modbcules
grandes se mueven ripido a través de k
coh pues son de los poros,
misniras ] son relenidas

En la cromatografia liquido-liquido ef soporte sdkio eeatd cublerto por Una fase estacionarta fiquida;
clowodtemnm puede dividise en cromatografla de fase normal y en cromatografia de fase

ummaummumm* sdas o8 o que d ln separacidn. La
mmm:.nmomﬁmmmb Si In fase sstacionaria es puhvyhhumovl

. En crometografia
amm.hwmmmam debido a fendmenos de adsorcidn (fsse
estacionasie de siios), Cuando o fase estacionaria es no poler ¥ la fase mdvil ea poler, se trats
L de una afla de on fase (eversa. En la fase nommel, las moMculas polares
o0 distribiyen preferertements on i face astacloneria y son relenidas en mayor medida que fos
Mmm Enhlmmseobsombmb En b actualidad ae emplean

fases a [a superficie del soporte colido. Eatas fases enlazadec
funcionan como una fase liquida en el proceso de particion.
Ohnwnah mm@w-.tw&;»:m qu.pu'da

i6nico. Eﬂobomaumumm




2.2.1.2 Pardmetros Cromatograficos.

A eur une tra de una ook grifica & se obliensn en forms de un
cromalograms, ol Wﬂh&hm proporoions Un deteckr ¥ 88
Wn:o:wa sustancis que fluye s travie wmmMNWo
del olumen(4)

mm&m&hglnwu mids importaniss en Is cromatografia de liquidos 8o
o a Continuacin (5):

s) Tlumdom(l) Es ol empo medido enire ol momento de (8 inyeccién hasta oblsnerse le
del pico de interde durante e ehuidn. Es caracieristico para cads compueelo en un
mw aspecifico.

b) Tiempo mueno (1o). Es ol lampo que tarda en skirse un comp no por of
oromstogréfico.

€) Reschucion (R). Represents Is separacion entre dos compuseios en una Mezcls. La expresidn para
caloularis ea i siguisnte:

Re{20241)W1+W2)

d) N\d\odpholhln.huc(\ﬂ) Es ia distancia que se mide enire ins liness de extrapoiscidn del
pico al intersectarse con la linss bese.

@) Ancho dal pico af 5% (WD0.05). Es ia distancia que se mide entre las liness del pico a une shura del
5% del mivdmo,

L] Fmdowo{) Bhwmhwtmuummh
fase estacionasis y ls fase mévi.; se rele con ol de particién para ef solsio y se

) Namero de pisios Wedeicos (N). Se considera que una columna cromatogrifics estd compuseta por
una serle de estrechas capes hortzortaiss denominadas platos tedrioos. En ceda pleto tedrico se
Seva a cabo &l equiibrio de distribucion de k3 mussirs entre s fases MoVl y estacionaria y es une
medida de Is eficlencie de la columns analitica. Su expresitn es ka sigulente:

N=16(UW)2
h) Distancia medids entre ls bisectriz del méximo del pico y ia linea zquierda del pico a Una situra de
5% de ia altura mdxima del pico ().

i) Factor de asimetria (T). Es el grado de “coleo” 0 asimetria en ka forma de los picos. Se caiculs por:

T=WO005/21

FALLA DE oRiaep



i) Retencidn relativa (u). Se denomina también como selectividad y es 1a distancia medida entre las
zonas centrales de dos plicos, nos indica Ja dilerencla de afinidad de los solutos por las [ases movil
y estacionaria. Se calcula de la siguiente manera:

= (12-)/(t1-10)

_ FIGURA 1. Esquema rej vo de fos Paramel

. p Cromatogralioos (20). - . - .. -t
La forma de fos picos cto -Aficos es influenciada por tres procesos bajo conltrol cinético: la -
difusién en remolino, Ia difusién longitudinal v fa tr 1cia de masas (uera del equilibrio(4). Las

magnitudes de estos electos estan determinadas por variables conirolables lales como 1a velocidad de
flujo, el tamafio de particula del material de empague, fas velocidades de di(uslon y el grosor de la fase



donaris. La cibn de Van D eslos fend con is velocided linesi de ujo
(u) y la altura del plsto (H)

HsAr Biu + Cu

donde ks magnitud A se relacions con iz difusitn de temofino, B cc1i 1a difusidn fongliudina y C con 8
fransferencia de masa fuera del equilibric.

Difusién de remolino.
ﬂmmum*wahmmmm“m:hwmam
de une

ummwmﬁhmwmama P
dn-hsmyuorhsnomimﬂasyan i3 los empos de reald: 'mh- sculse de
hnhmaaspoa-.nh . son variables, Esta magnitud se sona con ol tamafto de
lns pauth i ria y ko comgx del empaque de la fase estacionaria.

Difusién longitudinal.

La difumitn iongitudingl se debe a a tondencla de ks moléculas a migrar desds & porcitn central
wmmwwmgsmmm:mmam.emmam

Transferencis de mesa fuera dal equilbrio.

welocikdad de fiujo  debido a que hay mas tiempo disponible para que se ak ol equilibrio

2213 E uthizado en Cromatografia de LI s _de_ Alta Resolucién.

Las peries ssencisles de mmawa&mmdmm
®).

disolventes, ls bornba, el inyector, la cok L] y ¢ registrador o integr

a) Reservorio para disolvenies.
El reseivorio para disolvenie o face mdvil dabe ser de una composich anno *fnoonb
fasse mivies yno En muchos cases, los disok

WmtwmmbwumMmthw.nd
detecior. Aghar Ia fase mévil bajo vacio o burbujearia con hello son manerss efectives de
w,ummmmmummm 2 deagasificacion de
Ia fase mévl. Cuando se reqe de la ook [ que b fase
Mucu-'!nlhw mwbmdmahmMMWM
un dispositivo que tengs s capacid i fa temp




el-ldl hyochr contrs una prewién elevads sin gue ocura plnihdo

d) Colkumna (8).
Las particules de les columnes para CLAR wmﬂmd&m«h&smml«mhﬂm
Mymhmaumm P con une de fos

pOros: La rep y

CLAR son de imp ia orics en ol de un médodo.

umamamyua— uperficial del que de la es .
Para

P o con p

mhlns Ins moldoule ch imenie son separadas con empaques de poros de mayor
M(pumwwnmm)

Las primeras columnas usadas en CLAR se besaben en une grafla de #6n; sin emberg
un avence trascendente en CLAR se conaiguid con la introduccién de rial P donde la

- SIOH + CHSIR3 _, SIO-SIR3

Estas columnas tensn gran aplicacion en el andlists de Tuldos biokigicos, donde el farmaco es de ke
componentes mds lipofilicos do ls muestra, por 1o que 80 retiene mMes que loe compuesios enddgenos.
Esto inciuye a los metabolios, los cusies son genersimente mas polares que ol fArmeco del que
plm -hmmhurwuu Is fase mévil 08 de cardcier acuneo, que ea un medic mas
El uso de un sislama de paticidn  en vez de un sislema de
mmwmmmmm

: FALLA pE ORIGEN



TMMZMQMmCMR(O)

| Método orometogrifico | Tipodeempaque | Descripcion
Fase reversa y par | C-18, octadecl, ODS | ARa capacidad de retencién.
Wnkoo, Féciments disponible

C-8.0cth Menor capecided de relencién que C-18.
Facimenis diaponible

c-3,C4 Menor cepacided de relencidn; usads

C-1, trimet-alll, TMS | Menor capacidad de  retencién;  menor
ostablidad.

Fenlt Capacided de 3 derads; aigunss
diferencias en selectivided.

CN, clano Capacidad de retencién moderads; useda en
fase normal y en fase reversa.

NH2, amino Capacidad de relencién débll; usads pars

+ N0S 3

Pollestireno Estable a pH de 1 & 13; mejor forma de picos ¥
tiempo de vide de 8 columna mayor pers
sigungsseparaciones. 0 |

Fase nomel | CN, cleno Muy polar

1OH,diol | Mas polarqua CN

NH2, amino ARamante polar; menos setable.

Stice Barsta, usada en cromstografia preparstive. |

Exclusidn por tamaflo | Sllice Con capacided de adeorcidn.

Siice slenirada Menos capecidad de adeorcidn; ampla
compatibiidad con disolvertes; usada con
disciventes orglnicos.

OH, diol Menos estable; usads en Mracidn en get
acuoea.

Pollestirenc Usada ampliamente en flkracidn en gel acuosa;
incorpaible con disovenies muy polwes. |

Intercambio iSnico Fase unids Menos eatable y reproducible
Polisstireno Menos eficienie, estable, mencs reproducible.




)] Owiestor.
Low deleciores pars CLAR  pusden clusificarse en dos culegories.
1.~ Los deteciorss diferencisies que proporcionan une medide diferencial de une propleded “gruess®
que poseen tarto of schiio como i fase mévl. Esios dulectorss  generaimente no son especificos y
reaponden a uns amplia gama de COMpPUSSios.
E1 deteckor de indioe de refraccidn se encusnire dertro de esta calegoria.
2.~ Los deteciores de propiedades det solso 0 delectoras especificos miden tna propiedad de la

musetra que no poses fa fase movit. Los d dravioleta y de f i caen dentro de osta
cuhegoris.

Detectonss Ulirsviviste-yislbie. (B}

Son fos delactorss mas 3omunee on of andlisie dutioo. En general, selos F

Giles pars compussios aumdlicos y obros tipos de compuesios no saturados, Sa cleelfican en

mammy&mm mmw-vnummumm,m
reistivermenie iInsensibiss a carmnbios en ol fijo del disclvente, 3 s y s ke de

MﬂhhhmwbumMmhMQm

1.4 fom fia §

Muchos comp de irterés fi ¢ y s procedk chisicos do
draocid %n do fallan por sl canbcter hidrofiioo de eelos compuesica. En
consecusncis, o andlsis de diches sustanciss . on particular on ia obencidn de

por un o, €
compleio, QuUe 3 designa CaMo Par Knico, mmnmlmmyunm«:d
disoivere de extraccidn.

ta tiviced que pusde n por par iSnico, sal 0oMo fe gran centided de
mMmmmwmmm i aplicacién de este
principic  en cromatogralia.
s cromelografie por par ibnico s una forma especisizada de orafla de particidn. Tiene como
mwm-mmh P 4n de comp lonizables asi como pera
acion de mezoies de bonizables y 1o ionizabk se sdemds i I
" narabbiided de deteocidn medianie ol o de Un 0N Que sea d cuando se it

formando un compisio con el ion de i sustancis de intects, I8 cual es no cromdfon.

Mecaniamo de fa crometografie de par inico
Un par iOnico e una sepecie que resulla de Lna 2soclacién por fuszas de Coulormb entre dos lones
de capes sléctricas opuestas, se deck, entre ls sustancia de interds y of contraldn. £ contrain es un
$okio 0 una baes dibl que se carcleriza par estar conatiiuldo por una region polar onizable y una
ndérmopnhr Se han propuesio dversos modelos para explicar of proceso de cromatografia de per



E1 primer modelo es una extrapolacién directa de b leorfa de extraccidn Hauido-liquido por par IBnico.
ﬂmmwdmm{mmp«wmmmmmwmﬂ
por inico es soluble en i@ fase orglnics del sisieme gréfico, El puede ser
expresado como sigue:

Cc* + & {cs}
FASE: acuosd & orginica

dorcde ol ion del aohuto, con carga ive (S-) forma un iojo en Ia fase acuosa, con o contraidn

poalivaments (C*). El complejo neutro (CS) se distribuye ardances en ls fase orgénica. En
sele modelo, dnmicoulamamhhum Datos expesimentaies indican que esie no o ol
Gnioo mecaniamo que opers. fia de fase reversa con par bnico  donde
:Hq_mu mm mwﬁm npuumhmdnm-mm
Estas consideraciones son los bases pera un segundo modelo of cual propons que le perte de la
moldcula del contraidn que e6 soluble on |3 fase satacionaria, domine 3 e parts inacluble en eale fase.
£ mecanismo pusde EXPreaanse cOMo Sige:

fcY] + sl &2 cs) o= cs)

FASE B0UCS3 acuoss sCU0Ea orgdnice

donde el coniraién es adsorbido por le fase orpdni quse ol ion con carge  poslive (C*) se
bre para b oundlmwuo(s-)qnummmhl-em
um*hmuﬁmhlaﬂm conduce 3 Un intercamblo idnico de tipo
dindmico mieniras que s meyoria de s grafta de par nico nvolucran un
Intsrcambio estttico En un sisb de inb Mnhah 6n de jos lones que interactien
mmmwmm Enmwammdawmim a fase orgbnica
del ¥on. Un sist jco de par Konico
proporoiona mayor varsstllidad, i la ventaja de une mayor eficilencis en i columns.
Reck setap un fercer modelo, que na kwok of pho de le K 60 de un

mmWyme un par inico. Uno de los usos de este modelo

intords
de carga aobre la superficie de is fase estacionaria.
Ich + IS} &=* (CS) &= (Cy)

FASE orpénics scuoea orghnics acuosa

FALLA D ORIGEN



FACTORES QUE AFECTAN LA CROMATOGRAFIA DE PAR IONICO.
del condralde.
El tipo de L] Ao y 0 para la separscidn. Ei tipo
de ¥ de in 'mm-lm hwmmMohﬁu
débll. E! coniraidn es sdicionsdo en forme ge un reectivo contraidn; en cromatogralls de fase reversa

, cuya diferencia radica principaimente en el tamafic de s regidn hidrofébica.
Ouwante la optimizackt una seperacidn es imp hidrofobividad i
mlnﬁhuhmun-uu bidn ol factor de ided. E] efecio

de hidrofobicided debe ser aplicado culdedosamente puss podiia OCUITIF que 1a retoncidn del contraién
aupere & is relencidn del par idnico.

Canosttraciin del coniraién.

La %0 del Jon depende do diy fi qnowmdumhm.sn

genecal, 3 '] jon det o nfa Is b0, <i esta i

sigue [ ] i s explicack lmnq\.nm‘ﬁq-ummh

Wlndondd o o agh ¥n de sus moléculas se hace significstva. Esta
¥0n reduce is efick “chlwmhopotw-mb iy flas pusden oon

e sustancis de interés.

Deabs omarse en cusnts que les amines custemnariss uxadas en altas concariracionss  pusden
schbiizas i base de siice de la columne; este efecto pusde minimizarse mediante ef emplso de una
precokanns antes del inecior pare prevenir que se sokubilics ol ampaque de ks columna analitica por i
sahration de e lase movil con silice.

E) contraitn oo deberd inlerferls con (a deleccidn, exoepto cuando se Use Para INcramentar i respuesta
del detector. E) contraitn no debe estar sujelo a ningan equilibrio ssoundario.

Efecto del pH

La selsctividad de loa sckiton i6nicos en cromalogralla de par inico, depande en gran medide del
pH. Esta dependancis es uns lg directs del squilitio de protonacitn en of que se pusden
enconirr i sustencia de interés y of Jon. Por ejemplo, sl la ia de interds es un Acido

débll HA, ol aquallibrio de disociecitn en medio SCu0so serd:

HA ¢ H20 &= A- + H30*

donde ls conosniracidn elective de ls forma anidnica dependera del pH slegido. E! sokulo y of contralén
oo distrbuirsn entre la fase movll y s fase estacionaita, dependiendo del pH de ls fase acuosa.

El equilic de & i bién se verd afectado por ka dura, &y do 0 daminuyendo
loa vaiores de pK. Para [} duciilidad, resulta kad g2 in fsse mivR y
mmoahwlnmwmahlmmoﬂawmmm

Efecto de la fusrza irica on el factor de capacidad (k")

Si s conceniracidn del smortigusdor an s fase mivil es muy elevads, pusde originarse une fusrza
Wnica exesive, mmmmbwuwydmwn
ads ann que origina una reduccién de b eficiencia del sisiema. Una
mmmumm mhhmndﬂndapuubnlnmmhhum

S! la concentracidn del contraidn es muy slevada, iss moléculas det ion pusden in ertre
ol ovitando s formacidn de parss inicos con fa sustancie de injerds lo cusl se reflela en  una
disminucién de i eficlencia.

L fuerzs idnica infiirs en b k° de un soluto: un in enh viginard una
disminucion en fos valores de k",




Euaodohhmpuun
Mnunwﬂhhwﬁhmhw&wm porque influye en e
puﬁniﬂndnmwl.nomd:nm‘ iscible on la temp ds la cohumna se
W-mm&kwwmmmu ks variaciones en
ftemperaturs ambisnte pusdan reflejerse en una reproducibilided pobre de k'. La temperstisa puode ser
usade con el fin de optimizar Ia separacién.

222 Tratamiento de musstras en fuidos blolbgicos (2)

Un fluido bioldgioo es une meacis muy compleja que confiens uns mulitud de componertes los cusiss
puaden vesccionas erire sl y origines interferencias, las cuales podrian elevar 0 enmescary s
sustancis ds interde. Los fluldos bioldgicos mas cominmenie usados Son SaNgre, plaama O SUNM ¥
orins.

2221 des de a| 08.

SANGRE. Es uno de los fluidos mas complejos, que onuﬂ.m un fluldo olaro, amoriguado, que
contiens proteinas solubliizedes, grasss y sales di e dides. Las cbidas rojas, que
mdMMMWMNMMOmwMM

En general , edsien cuaivo tipos de musstree que pusden derivar de Una musetra de sangre: sangre

piaamdticas
mmdnuﬁhawmw ¥ pusde

SUEROYPMUMMMMyumnhM&M
cantidedes de Mﬂﬁmmmhmnpﬁmommwmnh
manmﬂmm«m para su con dinolveniss

. Se enfistan a contin aigunos métodos pars la precipltacitn de profeines de plasma o
suero. (Ver TABLA 3)




TABLA 3. Mitodos para precipiiaciin de proleines en plasma y suero

METO0O COMENTARIO

T_c:-mi-w- 90°C | No es muy y pusde d L a ls sustancia de interés
por S - 10 min

Ciolos de congelacidn- { No es sy eficiente y consume mucho tiempo

| descongelscit

Saturscién con sulfsio | Eficienca modecada, pH al final de 8 preciphacién de 7, alta
de amonio conceniracidn de caies en el sobrenadants.

Sulfaslo de zinc /| Exoelenie eficlencia, pH al final de ls precipliacidn de 7. Pusde levarse
 hicktido de sodo | & cabo o tempersturss bajes.

Acido metefosiorico. | Excelente eficiencia, sl pH dcido puede descomponer a la sustancia de

Excslenie eficiencia, el pH dcido pusde descomponer a I sustancis de
interts. Ls y de ios P bdsicos son exiraidos
edliosamente.

dificll removerio de la sustancis de

Se requisren de 2 vokimenes pare tna desheturalizacidn completa; es
Ot para firmecos inestsbles a pH dcido

Se requisren de 1.5 volmenes para una desnaturalizacidn compieta; s
"] férmecoa insstables & pH dcido

Aciidoo percidrico

Acido tricloroscélico Busns efilencis, ol reectivo debe permenscer frio y pusde resultar
Esanci

Acstondirio

Clonaro de siuminio

Es mejor que of sulfalo de amonio para compueston bisicos.

14



2222 c I

El método pera lo 0 de (drmecos de malrices bioldgicas es e
Squidio/Bquido; mm-mmmm osios pard 2

pH: o pH de is fese scuoss debe ajumtarse para seegurar ie transferencis del firmeco a b fase
Mdmﬁo“mwmmh’hﬁnmmm&hf—omd
disciverie de adraccitn.
neturaiexs del disch dnioo: ios - fipofiloos serdn exdraidos fécimente por
m—mmmumnmum por ejemplo, grupos hidrovdio,
e requerirén disciveniss mis polares { Ver TABLA &)
La ok del diasch de ¥6n deberd b on ia densided de éele con
souosa, aal 0como en  su voletiided.

slefase

TABLA 4. Orden de polarided de disciveniss usados para la exdraccidn de férmacos en fluldos
blolégioos.

Discherte Limbe al UV Puo de
tnen) ebullicldn

o)
n-Heano 210 [ Meanos polar
Cicicheano 210 81
Tetracloruro de 205 ”
carbono
Benosno 200 80
Toluno 26 1
Disopropll éler 20 [
Oloth dtar 20 *»
Amil sosteto 26 14
Clorolormo 245 L]}
1,2-Diclorometanc 230 <)
Meti-sobutiiosions 330 16
Aceielo de eillo 200 ”
n-Butenol 215 118 Mie polar

18



2223 _Extraccién SoHido/L i

WWuMMhMWmmm*W
biokgicos, ls extraccidn en fase soide o8 Una P répidumente. Esta
Involucre is seleccion de un “sorbente” spropiad (humnd.hum,mw,lc.).

PO uns manipulecid A yummummm.@m

Ls exirsocién en fase stida consisie en Ia adickn de & auna da con sigan
adecrbente en ef cual el fArmaco es retenido. ammwhmmm
separsr al fhrmaco de les proteines, sin embargo debe ser capsz de thevariy duranie of subsigulenis
o0 de slucién.

23 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS
(29. 29,30.31)

un g muy importanie  en s haclin o inlerpratacién de detos

farmacocindiicos, E) éxiio de cusiquise estudio biofamecdutico inwvo que involucre ol andlisis de

detos farmacocindtioos depends de la sensibiiad y del método. Une de les causse

repartades por i8s que Un producto no es aprobedc por ia FDA son tanto le walidacidn inadecunds de e
analitios fs informacitn incompiets de édsta

s validecion del método anelitico incluye todos los p clirmi $ pana ques un

milodo en particuler, pers e d—mmamm, on una mabiz biciégica
detesminads  cumple con la finalidad para fa que fue desanroliado.

meMmmhmammmeu
tirmaco en ls metriz de esetudic bajo seralblided,

y compuesios de matrtz  biolégica,

Genwscalments ia avaluacidn se realtzs verificande que en por o mencs  seis fuertes de la misma

bloldgh iae del compuecto de interés con Cuando

i presencia metabolios 0 degradaniss, inlerferir con e compussly de interés, s
del método puesde verificarse compuselos con ie Whonics propuseta;

QUS 88408 COMpuSsios No inerfleran con ka sustancia de interéds.

EXACTITUD,
La exactitud de una medicidn se define como k diferancia entre el valor cbeefvado y of valor reel, La
wxactitud pusde ser expresads solaments cusndo se conaoe of valor verdadero; pusde expresarse
como error o porcentaje de eftor, E) “valor verdadero® para 1os enaayos de sactitud pusde oblensrse

16



bt t o

de doa formen: i sustancia de inerde se adicions & is mairiz bloldgice en une
ablensy una vakr conocido de Mohﬁghmtmniwumm
oon fos fesuliados de un “método de mferencis

Ls sxactitud debe sar determinads usando mmbimzhﬁ‘ in #6n; dobe de
oetar Moddmailiiuuhwﬂ(ﬂoimhmnﬂMM)

FRECISION,
La,“enm,‘ de Sescribe ks dieroncias de las medides indvidumles aniry sl.
bk da med: o andfisis repelido de musstras ‘oortrol de
wmamtmhﬁuhynbmdwauﬂwomm
In curve de calbracién. Ls Mwm:-mmmw © repetibifded) y
anire diss (precisitn interdla o rep iided)
L preciaitn irtra ¢ inlerdia debe ser menor &l 15% de Cosliciente de Viarisoldn (menor of 20% para In
concsniracién minima probacie).

SENSIBILIDAD
Pusde exprasarse oomo limile de deteccion y imile de cuantificecién.

E) imie de d 60 o idad minime h nu-hmhudﬂnmmpmtnr
dutectacio, sungue no se cusntifique, y se determing deia is do
M“Mmmﬂpmn“mdmwnm s custro
veces el ruido del sisterms.
Eimamommm-mmhmuu-
posbis cusniificer cialdn y eacthd. Se determina
m-wm-m hudd-bvanntum%mndu!ym
precisiss, un coeficiente de variecidn menor o igual al 20%.

INTERVALO LINEAL Y FUNCION RESPUESTA,
El método debe definir of inlervalo de concentraciones en al cual l sustancis de interés serd
cuaniificads. Esio determing 8 ia cuna de callbracidn, is cual esté constituide por cinco a ocho punios,
incluyendo 8 la concentracidn minima cusraificable. Es desssbie que kb cunva de cellbracion se
prepare ulizando o fukic bioldgico en ol cusl se reakzand s cuariificacidn, .

Es necesario usar un namero suficlenie de punios mmm-hhwnm
concentracidn y respuesta, o cual debe de i y ducible. €} ndn de
m"u ummmf\mm ammw.umaum
Debe & relacidn mds simple parza  respuests contra
concentracion, y ol suste debe ser evahado de menera estadistica,
La funcién respuesia se evallia verificando la calided de ajusie a is recta, comparando “sl chiculo de
regresc” de los purtos setinder, con of velor ingl, esic os, inlerp 80 is curva de calibracién
s respuseta obtienide de i2s muestras. eslos resultados deben cumplr con o establecido pera
peocinitn y eactiud.

ESTABILIDAD,
Cuando las musstras deban ser aby dsbe asepur ] iidad del facmaco d o
periodo de almecenamisnio.
am&hmummm-mmnm
ycnhl de un periodo de almecenamiento; La
ostablidad do 8 musstra ManhmbMymdma
inyeccitn. E) orlecio de sosptacién e ol mismo mencionado pars precisidn y exactiiud,




RECORRO,
£) recobro de une sustancis delermineds s expresa como of poroentaje edraido de s sustancia de
intaréa, con respecio a ls cantided adicloneda de diche sustancia, 3 ls metriz bicldgica.
Pusds delerminarse compirwxic s reapusste ida de Nda .hqnubr-
sdcionado une cantided conocide del ficmeco, ©con muselras que no han sido exdraldm, de
concaniracitn idénlice 3 fa que 8e chtiene en le discharte de reconsiihucidn. Es dessable que of
fecobro no ses Mmancr &l 80%, ¥ se aprowime of 100 %, ds, debe ser an ol intervab

eatudiedo.



24 MONOGRAFIA DE HIDROCLOROTIAZIDA
241  Descripcién (89)

24.1.1 __Nomenclatwa:

G-cloro-3 4dihidro-2H-1,2,4-b jocdazi 1,1 dioxddo
6-0loro-3,4-dihidro-7-sulfamoll-2H-1,2, 4-benzotisdiezine 1,1-diddo
8-cloro-7-sulfamd-3 4-cdihidvo- 1,2, 4-berzotiediazine 1.1 dioxddo
2H-1,2,4-benzotiediazina7sulforsmicded-cloro-3,4-cihidro-, 1, 1-diaddo

.

2412 _Formuls condensada;
C7HECIN304S52

4.1.3 Férmula estructural; Ver FIGURA 2

24.14 Apariencla
Polvo cristalino, blanco o pricticamente blanco; inodoro. De Igero sabor amargo.

242 Solublilidad (8)

s soluble en soluciones acuceas de bases como hidréxido de sodio
hidréxido de amonio y en beses orgdnicas como n-butiamina, Porginicas °

19



42.1 den acuosas,

La sokbiidad de Hidroclorotiazide en se describe en la TABLAS.
TABLA 5. Sokbilkdnd de Hidro ida on solucionss acLosas,
Dischverte (Y] pH de i Schublided -
sokiolén /100 mi. de sokucién

| ogue_ 25 6.2 809x10-3

| agum 37 72 108 x 103

NaCl 0.9% 2 [.A] 50.4x 103

HCIOA N -] 10 00.8x 10-3

$oido 30800 0.1 N P 29 836x 103
smortiguador de |25 74 61.6x103

 foufalo 0.067 M

amoniguador 2 90 103 x 103

borato 0.05 M

amonieco 1 M -] 1.0 22

NeOHO.1 N -] 102 1™

fuido 37 1.1 108 x 10-3

| simutedo ph 1.1

fuido 7 75 100 x 103
 obrudeco pH 7.4




24. S no

La solublided de Hidroclorotiazids en disoivenies orglnicos de describe en is TADLA &
TABLA 6. Solublided de Hidrociorotiszide en discivenies organicos.

Disohvante :c Sokbldeden  gO0D ML
de solucidn
sostons b3 137
| dcido soético % 0.5
sostonirio p-3 20
acstalo de el p-3 050
cloroformo p<} 04
matanol p<) 39-441
diclorometano r<H <002
2423 pKa (9, 10)
Les conetantes de ionizecitn reportadss difieren entre i, Estas se enlistan en ls TABLA 7. La primera
constande de ionizacién se sirbuye s grupo sulfamol misntras que (8 ssgunda conetanie, es

thmahm (Ver esiruchurs de Hidrooloroliazide, FIGURA 2).
TABLA 7. Constantes de ionizacién reportades para Hidroclorotiazids:

 9Ka 1 pia 2
70 92

88 10.4

8.7 .




243

E! sapectro ultraviolsta de Hidroclorotiazida se describe en ia TABLA 7.

Espectro uitravioleta

TABLA 8. Espectro UV de }

DISOLVENTE A_mex (ren) A_min (nm) g e
etanol 5 4578
200 4207
<]} 3505
maetenol 28 4513
45 3128
m A9
317 34n
s 270 4200
315 3.405
HCI 010N 70 4200
. s 3500
NaOM 001 N a2 4183
323 3.43%

NeOHO.1 N 247
m 4.198

20
319220 3456




244 Establildad.(8, 11)

Nuch la hidroclorotiazid: sulmuumﬂsls mdarfonnaldeudoyl—amho-e-

cloro-1,3 bencen disulfonamida (FIGURA 4) Esta N es dh

y det pH.

tockdad de A

de
Emmthl’Sy'lSmebddad&Mk&mﬂ Mds7.2 A un pH menor a 2
RA 6)

ymayowrai2,la se Incr {FIGUA

Sy . a0 Ny R TT
tl === }{.l

<ot + L0

FIGURA 5. Retackin Velockiad de hidrd¥sls de Hidroclorotiazida Vs pH.

FALLA
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24.5 Farmacologia (12,13, 14)

La hidracioratiazida s un poterts duritico que perenece A rupo de se beraotiatides, is cusl se
MMn—uomMmmmdebh
nobre el #6n & nivel de loe tibulos provimales NCrementando is
wachndsdmmdnmdo potasio Y agua. &mammam on ol menejo de

edermna debido a una ky ol odema debido a
enjemedad hepdtics 0 renal cronica,
Es importante resaltar que ls hid ide causa i0n de |2 polkria en pecisniss con
disbetes insipida.

2451 M Mecanismo

Su modo de accidn diurbiica consiste en una diaminucion de i reabsorcién tubular  de clonusro y de
sodio y secundasriaments de agua por sccidn camétics. | excracién sumentsds de potasio ee debide s
mil-mtbcmdmaw que leigs a ke segmentos distaiss del nefron que, al
reab un fico Negetivo  que atree al cetion potasio hacis e huz tubuler,

En sl movimiento de sodio a travs de [ membrana numinal desde e liquido tubular hasta el inlerior de
las oéluies intervienen diferendes mecanismos que difieren con respecto a su localizacién en el nefrén
asi como aspectos biofisicos y bloquimicos del proceso de transporte. Uno de estos mecaniamos es
is entrada de iones 80dic acoplads s [a entrade de un solo ion clonso. La socidn de ia hidroolorotinzide
pusde atrbuirse &l biogueo de dicho mecanismo de ransporte.

2452 Usos y Administra

Deapués de la administracidn de Hidroclorotiazids, ef efecto durdéioo comienza a cbesrvarse & s
dos horas y ienmina enire les 6 y 12 horas.

La dosis usual inicial en of tratamiento de edema es de 50 a 100 mg a! dia, reduciendo i dosis de 25 a
50 mg. dialos o de menera interrallente; 12 dosis inicial sugerids para niftos e de 2.5 mg par Ig. de
peso corporal al dia en dosis divididas. En el tratamiento de hipertensidn ia dosis usual es de 25 s 50
mg al dia, ya sea sols 0 en combinacidn con otros sgentas anthipertensivos.

245 Nombres comerclal 15

En Moo, ta Hich ida se Jortra disponibi 4n con otros
térmacoe como son Captoprll (C: mahdodo Co-Ralu:

s gl ()wozidslsqbb) Embal( Pmun:)
M.mswdd) Metoprolol (Selopres, Astra)

246 Etfectos colaterales y toxicidad.

Entre lns v que puede ostin: né da, cefalea, ingy , tatiga y
estrefiimiento; hiponatrsmia, hig: ia, hipergh s metabica y dermalkis akrgica con
Wmmmammwmwmm

24



hipenuicemis; ios hijos de madres irstades con tiazides durante of emberaro pusdien pressnts
Mymwm.umwumm por
ranatomos

Mdm-wﬁ:ﬂomdmammuwﬁbm
pusde ser suficlents mmmrmm pusden sdministranse conjuntaments

247 Farmacocinética.

uw-omm wtmwmam
sdminisracién aral, teniendo une biodisponiblided de dor del 70 %. Despude de une
adminisiracién Eirsvencss se cbesrva que s mds del 95 % de (8 dosis es exucretada sin cambio s travle
de la orina en 24 horas.

Tiene una vida media en pleems de 8 8 15 horss y un voumen de distribucidn de sirededor de 3
roe/kg. Se une s proteines plssmdticss en un 40 % (10).

La sbeorcidn de Hidroolorotiazide es proporcional a la dosis cusndo se administren 25, 50 y 100 mg.

Deftos farmecocinitioos reportados: Ver TABLA 8.

TABLA 8. Datos fanmaoocinéticos de Hidroclorotiazide reportados.

DOSIS m9 | Crnax ng/mL Tmax b AUC nghvmL cig mimin
| (tublotes)

l(18) 25 127234 24109 9784237 257483
|08 _so 2604108 21310 19684300 2243
16)_100 4372105 2.341.0 IB54TT0 232452

g1 100 057 2 4 -

(18) 50 3104120 2418 20073717 3072124
8 5 1584 40 - 12064292 .
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248 Mésodos ansliticos reportados por cromatografia de jiquidos de
aita resolucién.

Se han repoitaco dversos métodos pers i cuantificacién de Hidrocloroliszida en varios fuidos
bioldgicos ulilizando diferenies tdcnices de cusntificacién.

En 1981, Barbhalys y colaboradores (10) repartan la dulerminacktn de Hidvookrotisxide en plasms y
orine, empleando uns columna C18 con deteccidn el UV a 228 nm pars plsema y 271 nm para orin. La
fase mévl pars ls cusntificacion de orine conaiatid en une mazcie de scstoniirio/perciorsto de sodio
OlipHJ.O(M y pura plsams, en une Mmazcis metanclperciorsio de sodio 0.01M s pH 4.6
{15/85). La extraccién de Hidroclorotiazide de fe orine (1 mi), se realiza con acetaio de etlio, despuds
do*.rdyﬂmSom mmamuu«mumy
reconelituye en 1. El p nio de lee de plsema inte ot une mdraccién de b
mau)mmmu desecha y I8 fase scuces 50 edrae 0On sostalo de etiio, desputs
de sjuster ol pH en 3.8 con solucién smortiguadors de acetatos. La fase orpénics se evapors ¥
reconatituye en metanol.

Van Ginneken y Gribnsu reporteron en 1964 (20) tn médodo pars ha determinacién de Hidrocloroliszida
on pleams y orine por CLAR, donde ullizaron una coksnna Lichrosorb RP-18, contolando is

E1 método que reports Van Der Meer y Brown (1087) pare cusniificar Hidroclorotinzida en plaema por
CLAR (21) utiiza uns columns Spherosirdb ODS, con una fuse mdvE consiltuids por sostonlirlo /
MIM&“M 2 pH 2.8 en proporciones 10//100, con detsccidn UV s 271 nm.
En este método, a 4 de plsams se lo adiciona un amortigusdor de carbonalos @ pH de 10,
edrayéndose con 5 ml. de soststo de etlo. Deapude de agar y centrifuger, ks fase orpinics se
transfiare 2 un ubo implo, se evapora y reconstiiuye on 100 pl.  de fese mivil, inyecando 50 L af
sistoma cromatogréfico.

Park y colsboradores (22) resiizaron un trabejo donds delerminen en orine  difersnies diuréticos, entre

Hidrocloroliazide; of sistems cromelogréfico que uliizan smples une cokumns Hypersll ODS v is
fase mivil es un sistkems de gradiente de ackucién amortiguadora de fosfalos y sostoniirfio, donds s
proporcion de sostoniiio se incremenis desde 4% hasts 80%. La columne se mantiens 3 40°C y is
deteccidn se realiza mediante un delscior de amegio de diodos & 220, 273 y 328 nm.

En esle estudic s¢ compart ¢l recobro obdenido al reslizar une extraccitn en fase sdides  emplesndo
mamcwmwmwmmmnm PHE, 7,
9), que pars } tiazide o o por ¥6n en fase sdlida ec de
iy ol 50 %, waWnpﬂ‘Suam apHde7,778%y apH

Otro método, reportado por Azumaya (23) donde 8e cusntifics Hidroclorotiszide en plaems humano por
CLAR, empies una columns Hypers ODS, con deleccion UV & 272 nm, y un fase mévl que
mmmmmmmooomumummmam
acitico glacial y 0.035 % de tristiamina. Las dray 0.5 ml. do pisama con
581mmu1rmor uhmwydm&nuwm fase movll (200
W .

Campine ymmmtmaommnumam
dhgdticos en orine por Cromalografla de W con d y ontre ésios, & I
Hidroclorotiazide. Se utiizd uns columna Hypersil ODS, con detoccin a 220 nm. Ls fase mév
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propliamine, con un sistems de grad que in [ ] i6n ¢ desde un 15 %
hasts un 80%. Hidraciorvliazide se esdrap con columnes de exiracoién en fase silids C18 , sin
embergo, los recobros eran bajos.




3 NTO DEL PR MA

Se pratende establacer un Mitodo para cuantificar Hidroclorotiazide en pleams, mwmm
métodos anies reportados en cusnio a sensbilided, rapidez on la prepes

confisbiicied ¥ qus ademds no involucre of Uso de reacth rmyc-uEuch-lM
duranie un Estudio Biosquivalencia, y para ello es necessrio lomer en cusnta los crilerios de validecion
de Métodos Analiticos satabisoldos por organisimos internecionalss, como s FDA .




4 __OBNETWOD

44. OBJETIVO GENERAL.

Oblener un Método aralitico pars cusniificer Hidroclomtiazida en
Liquidos de Alla Resolucién (CLAR) pers ser usado durarle un
Biodisponihiided.

42. OBJETIVOS PARTICULARLES.
MEM1WM¢MMI5-M¢--W”W

ontudio de Bioequl yo Blodiaponbilided.
Oblenar cromaiogrfices y de fimpiszs de mussia que permian separsr e
Hidroclorotiazida, det plasms, y de su metabollio, pers obilensr una

adecusds cusntificacion de éets en ies musetras provenientes de un Esiudio Clindoo,

Validar el Mitodo anelithon propuesto segun loe criterios de linsalwded det  mitodo, tuncidin
preciaidn, exacthud, estabiided, sspecificided, mmmymm-



5 REACTIVOS Y EQUIPQ UTILIZADO

8.1 SUSTANCIAS DE REFERENCIA Y REACTIVOS.

811 Sustancias de Referancia

HIDROCLOROTIAZIDA: Sustancia Patrén de Referencia USP.
ACETANILIDA Sustancie de Refersncia intema
4-AMINO-8-CLORO-1,3 BENCENDISULFONAMIDA : Suatancis Limite de Referencis.

512 Reactivos

Agus grado HPLC,

Acstonitrflo Fisher, grado HPLC
Metanol Fisher,grado HPLC
Acetato de etio Melinckrodl,RA. ACS
Triodiamina pars sindeais, Merok.

:ulloh.odo monobdsico J.T. Baker RA.
cs

© Borato de sodio J.T. Baker, RA. ACS
® Acido fostdrico J.T. Bakar RA. ACS
® Nirogeno Uinde, N.F.

62 EQUIPO
hmmmﬁw*amwnmhmm

Bomba de fiujo isocritico, merca Waters modslo 800E inyector sutomédtico marce Walers, modelo

El slatome uikzd une comne Ultresphere ODS C18, Backman de 4.6 mm de didmetro intermo y 25
cm de longlitud, Smm de tamafio de paticuls. con una guardscolumna Guarda-Psk Holder, merca
Walers, con ihesttos de tipo mBondapek C16, con tamafio de particuls de 10mm.

mm-hmahmmhm umwmw-unaso

men de didmetro intemo x 2.5 om de longitud, emp paque Cormell (Wi ) de 3.7.
de tamafio de partiouls S




Equipo sdiciona):

Centrifugs de mesa marca Sorvall,

Patenciémetro Backman modelo pH 145,

Balanzs aralitica marcs Metder, modelo AE200
n:--mamumaso.zmuua 200 & 1000 pl, macs

inpipetie
Pipsta de descarge maikiple de 100 pt. 2 5 mi, merca Eppandost



[ X DESARROLLO DEL METODO

Eldy o dal método intid fundamerntaimants on ioe siguieries aspecios:
1) Seleccidn de dindmico de trabejo de a ks b plaamitices
cias on aatudios f; inéticos de Hidn k
muwam grificss que Ran ta cusntificacion de Hidrociorolinzide en
o intervaio

dindmico establecido, Nin que edetan inderferenciss por parte dal  matabolilio o de
sustancies enddgenss provenisntss del plasme.
S)M*mwmﬂdmmmhmw

. e
ipulacit e do fas Ei mitodo dabe ser sepecifico, ineal, exacto y preciso.

SELECCION DEL INTERVALO DINAMICO.

€1 artioulo publicado por Howes, Conwsy y Phillips (26) roporta una
thwﬂMuMmm*ZﬁmNaTAwﬂAmdldtmy
conalderando que Is abeorcidn de Hidrock o p a la doals cusndo se adminiatran
2ssoywom(m)u tablecié un o amaewwmtmnmamm.

i P

Los métodos reportados pars ls cuartificaciin de Hidrockrotiazida en plasma se casscierizan pot ser
siatemas cromatogrifioos que involucran ef uso de pas IGnico,

Por i snterior, se probd an primer términe ot métode reportade por Van Der Meer (21), que consisle
on una columna Spherosir ODS, con una fase mévit constiuida por acetoniirio / metanol / fosfsto de
totraetl amonio a pH 2.8 en proporciones 10/6/100, con deteccldn UV a 271 nim. En ol slstema que se
probd se uitrs fosfata de tetrabuth amonio como contraion, an vez de fostalo de tetrastll amonk y i
deteccidn se realizé a 272 nm.

Con eats sisterna fue posible sicanzar is senabilidad que of método requiere, asl que se decidié
trabajar sobre &3 fimpleza de muestra empleando estas condicionss cromatogrificas (Sislema
Cromstogrifico 1).

En los mélodos reportados, se utliza come disciventes de edraccion acetalo de et (19, 20, 21) o
mmmm)mmmwdpﬂ«hmMmdsm,
pH 3.8 (19,20) o amortiguados de carbonatos, pH 10 (21).

5o sasbe, por otra parte, que ka Hidrociorliazida precenta una sohubilidad muy bajs en solucidn de
borsio de sodio 0.05M a pH 6.

Consideranda esta Mawmummmmmmamh
edracckin de Hidroclorotiazide, y a Impleza de la muectrs
Wummmwomwwm*~'m" ales
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ummdnmuu.pua.emwm rb pH 10 o solucién de borato de sodio
005MapH9.

&mﬁmmmﬂ«nymo&;&b Mmmdwhl&
GRimo, puss con 61 se obtiens meyor t“*"““hCon o
adicionado 2 is muesirs, se observd que ol b0 do nm.dhqnd
pH de ia inuye, sin emb lwwh,ummwmummammh
compusstos enddgencs los cuales con ¢ de. Es por asto que se descarld of uso
de amortigusdcs de La flmph de s que se oblisne con amartigusdor de
MymﬂMnﬁwaNnumhmdenmm
de sodio ss significstivamente meyor: th ol bro es de

aproximadamente 50 %, mmmm-amuni { Vor FIGURA 8)

blecié aal que lss dptimas pars b in de Hidro del plsama son:
ﬁd wahm«:nmamaw 0.05 My exiraec con acetato de stiio.

Con este mélodo de Iimpiaza de muesira, willzands ol Sistema Cromslografico 1, se abtiene la
sensbiidad requerida, y en los blancos de pisama no se cbservan interferencias en o Sres de inlerds.
sin smbargo, dedo que of fostalo de letrabutl amonio, que se ulliiza como resctivd par Inico on esle
método, 6¢ NS sustancis muy cara, se decidid buscar atro alstems cromstogrifico gue no imvolucre
U UsO.

k2]



FIGURA 6, Blancos de plasma con Sistema Cromatogradfico 1, ulilizando como amortiguador A)
Solucién de acetalos, pH=3.8; B) Solucidn de borato de sodio, pH=9,; C) Solucién de carbonatos,
pH=10. D} Hidrocloretiazida, 300 ng/m .

Se probd el sis! propuesto por Azumaya (22), que también se basa en
una cromatografla de par inico. Este sistema emplea una columna Hypersil ODS, con deteccidn UV a
272 nm, y una fase maévil que consisle en acetontrilo/heplanosulfonato de sodio 0.007M (18/82) que
contiene ademds 1% de dcido acético glacial y 0.035 % de trietilamina. {Sistema cromatografico 2)

Estas condiciones cromatogrdficas no peimitieron una buena resolucién entre los compuestos
endégenos provenientes del plasma y la Hidroclorotiazida, cuando se utilizaba el mélodo de limpieza
de muestra anles descrito. (FIGURA 7)
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FIGURA 7 Sislema grifico 2 A)Hld ia, 300 ng/mL; B) Blanco de plasma.

Campins y colaboradores (24) publicaron un trabajo donde utiizan propitamina como comraldn a una
conceniracin de 1.4 mL/L, ademds |3 fase mdvil estd amortiguada con una disolucién de fosfatos a pH

3. La composicién de ta fase mévil es. itrilo © disolucidn de fosfatos en proporcid 15:85.poro(ro

lado la bibliografla indica que a medida que ce i [ 1n del k
,conbassmeslosargmmﬁus s8 deckdid incrementar la concentracin da trietiamina 2

3.7 mL por Mro de fase méwil, etuso de b 3! de sodio, con el fin de saparar la

Humclomlazldadsbscompuestosmdogomspwvmleﬂesddpbsm al cambiar a este sistema
cromatografico fue necesario tomar clertas precauciones para p(otegef a la columna: se encuentra

reportado que kas aminas cuaternarias usadas en altas conc pueden solubilizar 4 bass de
silice de la eolumna asl que para disminulr este efedo se colocd una precolumna antes del inyector
para p que se solubllice ef de la analitica, med: -} #4n de la fase
mévil oon sllice(7)

3s
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Con este sk rdfh lguid fa cuantificacidn de Hudroc{om(mzkh enel lnlenrdb
dindmico establecido, sin. que ex»slan intetferencias por parte del b o de
endégenas provenientes del plasma. En los sk o bados anter (7]
observd que existia gran varlacién en los de i Hidh G , lo cual originab
en la ““"‘delmetodoEslomdoNdoaqmelquoyoimmenu
dbslrlbuyenetﬁrelalasemdvﬂyhla..eestadonarla deperxdiendo del pH de la fase acuosa. Sl fa fase

moévil no se dicha distribucién no ocurtird de manera regular (7). La fase mévil
alaqmsellegormalmetneumehmuajadc se encuentra amostiguada, lo cual se refleja en tismpos
de (Sistema grafico 3, ver FIGURA 8)

",
b

A)

FIGURA 8, Sistems grafico 3. A) Hidroclorotiazida 300ng/mL é) Blanco de plasma
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Al realizar experimentos de limpieza de muestra, utitizando plasmas provenientes de diferentes sujetos,
se observé que en algunos de ellos se presentaba un pico que interferia con Hidrocloroliazida; el
tiempo de ) de este P dégeno era modificado por la concentracidn del contraién,
asl como por 13 temperalura de la columna ,por lo que con el fin de prevenir un deterioro de ka columna
pore'ectodelalrbltlamlna ademésdeopmmzavlasepamndn sedecldno observar o
; jazida y los picos p i endd del plasma,
variandohm.‘. de la trieti Las badas de trietilamina fueron 8
mUL, § muL, ImULyOSmLIL Seobsetvdquoelcambtoenldauumymlaformadedpoo de
Hi no son significativas al modificar la de
observan variaciones en el liempo de retencion del pico que proviene del plasma, y no en ennempo
de retencién de Hidroclorotiazida. Eslohaeeponsarquo {a tristikamina favorece ta resolucién entre la
Hid ida y el - del plasma mediante a formacién de un par nico con
dicho y o con ka Hidroclorotiazi
A una concentracidn de 0.5 mL/L de trietilamina, se obtiene una zona sin interferencias al tiempo de
retencién de Hidroclorotiazida, por lo que se eligid esta concentracidn, ademds, dado que es la
n mas baja, el dafio que pudiera causar i tritilamina a ia columna serd menor. (Ver

concentracid
FIGURA 9)

7
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FIGURA 9. Muestras de Hidroclorotiazid:

a y blancos de p!asma Lmhzando diferentes concentraciones
de trietilamina en la fase mévit: A) B muL: B)5mL
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)

D)

=

uestras de Hidrocloroliazida y blances de plasma, utilizando diferentes

FIGURA 9. (Continuackén) M
i de trietilamina en la fase mévil: €)1 mL; D)05 mUL.
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SOMMM md!mwhmmamahuwuwrhm
y del

pleama, edetion on los tempos de retonch Hidroch

i qua a8 decidld iar la de Ia cok u-muuwuuaummza-c-.
redu s is o0 fos tempos de de Hidroclorriaziis y del comg gono,
fogréndose une adecuads seperacidn de écios

Pars in seicocién del satindar intemo, se diferanies. licamid: ke, 2-7,
dihidroxinattalens, clortalidona, sulfa l, t §. ck doém @ que resulld mas
ndectads por ef tie~igo e 0 QU i on of sk pleado, pargue no
interfiere con Hidrociorotiazidas, con el metaboiio o con iee “, e

plearms, ¥y porque Fuede e ‘oon ol método de impieza bleciio, con un bro apropleds
fue ACETANILIDA.

E) mitodo anelitico fue establacido Ainsimente como sigue:

a) Siatema crometcgrafico.

¢
}
2
!
]
.
;
B
i
i
on
E
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En la FIGURA 10 se observan cromalogramas tlpicos al utilizar las condiciones cromatogrificas y de
timpieza de muestra a las que se llegaron finalmente.

FIGURA 10 Clomalogmmas Ilplcos con laJ condlc s y d ‘ de
finales. A) Blanco de plasma B) Hldvoclorollazlda 600 ng’mL C) Hidroclorouazlda 10 nglmL
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L 0DO.
Los criterios que se consideraron para la validacidn del método son:
Especificidad
Exactitud y precisin
Senabiidad
Funcidn respussta
Estabiided
Recobro.

7.1 ESPECIFICIDAD

Pn Is evaluacin de especificidad, se analizaron plscmas provenientes de 6 sujelos Sance,
woluntarios, siguiendo ol método propussio pera mummm.um
amauw M(cdndui-m)

ammudmahwdsmmm
MMMMhemhmdn

dh oon o6 de interés: clorolezide,

Se analtzaron
oaleine, dcido sallollico y mpmln.
7.2 EXACTITUD Y PRECISION.

Se evalud is precisién infradia (an Un solo dia) y la precisin interdia (en varios dias),
mtw.:whfm a las concentracionss de 10, 40, 150 y 500 ng/ml. Estas
procesaron sigulendo el método propussto, determinando ias concsntracionss respectives
mumauwm-nhmmon
mumahmuman muwmwyw
de veri por icado, & fos custro niveles de
Mm Mﬂodmﬁoﬂomdumnbm ol coeficiente de variacién
aea menor &l 15 % (menor al 20 % a la concentracitn de 10 ng/mi).

Mhmmhmm,umu, i Aacit Andar y h
de vart P por triplicac on diferentes
duabsmn'nhsdo 40 i do al método preciso si se
qndmam;«md|5$(m820$alamﬁwbndﬂ00dmu

L evaluacitn de exactitud se reallzé verificando que ol px dio de i3 rtracién interpolada

hs-urlmlms preciaién intradia o interdia, nocduvbra!umds‘nombdo tiS'&d-h
concentraciin adiclonada (+ 20 % en ka concentracién de 10 ng/ml)

7.3 FUNCION RESPUESTA.

Se establecié como intesvalo de trabajo de 10 a 600 ng/mi. de Hidroclorotiezide en plssme, Para
caraclerizar ol inlervalo linesl, se procesaron por duptioado, dursnie custro diss, sigulendo e método
establecido, curvas patron independientes, iss cuales estaban constihuidas por sels puntos dentro det
intervalo de trabajo. Con loe datos idos se obtuvo is iSn de s recta g por andfisls
de regresion lineal por el mélode de minimos cuadrados, Meumwhhbm(x)lh
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0 y como vaciable dependiente (y) 8 la atura reiativa de Hidrook ida con resp a

Acetaniicta (estindar kterma).

lammnﬁtumm“dmtmahmmm
fuera menor & 0.08; ad al e on s curvas de calibracién in
wmuma-mm),mwmumamnymmm

7.4 SENSIBILIDAD.

Para evaluar 2 sencibiidad se sctablecit ol lmile de detsccidn ¥ of Nmile de cusntificacidn.

Limhe de deteccién.

Ests prusba se resllzd anelizando con ol mitodo prop rotiazide a
oonoentraciones de 5, 3y 1 ng/mL, mmuwm u-uumzu
veces of ruido del sisteme cromatogrifico.

Limile de cusntificacion.
Se establecis con ks concentracién de 10 ng/mi, is cuat debld curnplis oon ol crierio de + 20 % pan
precision y exactitud.

7.8 ESTABILIDAD.

La establidad de ls musstra se evalud bajo diferenties condiciones:
7.6.1 Estabilidad de Ia muestra a ciclos de congelacién-

h dn“““' fazids en plasma a concentracionss de 10, 40, 200 y 500
mmm»muwmzmawawcm 2 horas
an Nhnhbsdeh,udlmamm:oumwwwy

wm
cumpliersn fos pardmetros setsblecidos para precision y sxactiiud.

762 Establiidad de ia muestra en el disolverte de reconstitucién
mtnw-nphm-|100150ysmwm“wmmpmw
coantificadas a las 0, 24, 48 horas de whomdtico del
wumummmmmﬁm para  determinar las
variaciones ocurridas con el tiempo.

78 RECOBRO ABSOLUTO.

Esta prusbe se realizd p do sok de Hidroclorotiazida en plasma a 10, 20, §0, 100, 300 y
600 ng/ml., ywmmmdmm El recobro absokuto se determind comparando
I8 respuesta obtenida oon ia uummma
Hidroclorotiazida, a la mmqﬁm“m d de pr s

(25, 50, 125, 250, 750, 1500 ng/mL), exprasando esta relacion en vmdopovwl* £ recobyo
mmdmmm»wmmdumau

dep [ con una solucién de Acetaniida 8 una concentracion de 1 ug/ml.




8. RESULTADOS

8.1 ESPECIFICIDAD.

i Hidroclorotiazida, A L

En fa FIGURA 11 se observan los atk
(estdndar interno) y el metabolito de Hid!oclwolnazida asl como blancos de plasma provenientes de
diferentes sujetos. Como se observa en esta figura, los blancos de plasma no presentan interferencia
alguna con los compuestos de inlerés, y el metabo!ﬂo no mlemete con la Hidroclorotiazida ni con el
estandar interno. ;

FIGURA 1. Cromalogramas represenlativos de A) Hidraclorotfazida, B). A . C)Blancos de
plasma provenientes de diferentes sujetos. e i e . . :
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Enfa TABLA S se reportnv\ os nempos de relencusn de las sus!ancnas probadas para la mluacksn de

especificidad a trservind que guna ' de e!las (nlelfefe con
Hidroclorotiazida nt Acetaniiida. -

TABLA @ Tiempos de ién de las ias probadas para fa evaluacid deespectﬁcidad a
sustancias relacionadas. . : G . .
NOMBRE LT!EMPo DE RETENCION {min) '

Ridrocloratiazida {722 )

Acetaniiida 13.1

4-aming-6-cloro-1,3- |5.56

bencendisulfonamida

Clorotiazida 6.15

Cafelna 571 -

Acido salicllico No se detecté

Naproxén 58

8.2 EXACTITUD Y PRECISION,
8.2.1 Precision interdia.

Enia TABLA 10 se muestran los di 3 Precisidn interdia, donde se observa
que &l miximo de blenido fue de 9.84% para la concentracién de 10 ng/mi,
cumptiéndose con el crterio de precisidn que indica que el coeficiente de variacién debera ser menor al
15 % {menor a} 20 % a la concentracidn de 10 ng/ml.),




TABLA 10, Precisién interdia. Muestras adicionadas interpoladas en la cuiva paltrén.

CONCENTRACION ADICIONADA ( ng/mL)
T 1000 42,00 150.0 5000 |
DA | REPLICA _ _ | CONCENTRAGION CUANTIFICADA (ng/mL)
1 1 0.30 31 1450 4932
2 0.03 7.6 156.6 4887
SR & : . 1556 488.1
2. 1 896 3588 1249 4383
2 8.85 a8t 1281 470
3 700 . 147.1 - 4544
3 1 828 .. 3183 - 1448 w4864 T
2 867 L3I0 0120000 3007
3 7340 0 Togeg L nii el :
Promedio " | 8.44
DE. 081
cwv. 964
% DEERROR | .158
perdidas durante ef p !
822  Preclsion Intradia,
Enla TABLA 11 Se los resultados correspondientes a Preciaidn intradia, observindose que
of max ; in obtenido fue de 9.816 para ka concertrackin de 40 ng/mL,

cumpliéndose con e criterio de precision que indica que el coeficiente de variacir: deberd ser menor al
15 9% (menar al 20 % a la concentrackdn de 10 ng/mL). Basandase en estos resultados, se afirma que
el método es preciso.
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TABLA H Precisién inlradia. Muest d poladas en la curva patrén,

CONCENTRACION ADICIONADA ( ng/mL)
11000 40.00 1500 500.0
REPLICA CONCENTRACION CUANTIFICADA {ng/ml)
1 1025 39.24 1303 4180
2 1020 3472 1483 4963
3 10.44 3658 1430 4905
4 10.43 40.41 145.2 5228
5 11.48 45.81 1449 4839
6 1162 4155 1504 Csng
n 6 6 6 perg TR
Promedio 1069 3072 1452 4888
DE. 08772 3.8% 936 38.26
cV. 8336 2,815 6.45 7.82
% DEERROR | 6867 07042 321 224

8.23 Exactitud.

En 1as tablas 10 y 11 se observa que le maxima desviacion cbienida entre Ia concentracion ommmcada

foat da fue de 15.6%. que P ala 4n de 10
nglmL durante fa evahcidn de Precisidn interdia. Dado que este valor se encuentra dentro de los
fimites establecidos para exactiud, es decir, + 15% de la concentrackén adicionada (+ 20 % en ta
concentracién de 10 ng/mL), se afirma que el mélodo es exaclo.

8.3 FUNCION RESPUESTA.

EnhTABLA1ZSeobservanbs Kados de los icos de regresidn de ks curvas patrén
fos de p ion y ctilud. Se observa en es!a que. cms!e
eonstslencoa de las curvas pztrbn gemradas éndose en todas un i

mayor al 98 %.



TABLA 12, Andiisis de regresion de las curvas g das duranie los expefimentos de exacttud y
precisidn, pata ta cuanlificacion de Hidroclosoliazida en el intesvalo de 10 a 800 ng/mL

DIA : ORDENADA AL ] PENDIENTE (B} COEFICIENTE DE
ORIGEN (A) DETERMINACION
1 0.070688 0.042864 0999868
12 0.063616 0041443 ioneesm
H 0.126505 0.042052 0568577
4 0.292062 0.042840 0.886242
En las figuras 12 a 15 se muestan ks curvas patrén g das en los experi de {itud y
n,
FIGURA 12
. Evaluacidn de Funcién respuesta del método para cuantificar Hidrocloraliazids en plasma. Dla 1
y = 0070886 + 0.042864 x
12 = 0998668
CURVA PATHON DE HCTZ EN PLASMA
DlA 1
—-8—— CURVA ¢ REPUCAI 4 REPUCA2

AJSTADA

C

RESPUESTA
S8 8
© g——t—
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FIGURA 13

Evahuacion de Funcién respuesta del método para cuantificar Hidroclorotiazida en plasma. Dla 2.

y= 0063616 + 0.041443 x

122 0.009503
CURVA PATRON DE HCTZ EN PLASMA
DIA 2 i
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FIGURA 14

Evalacién de Funcidn respuesta del método para cuantificar Hidroclorotiazida en plasma. Dla 3.

y = 0.126505 + 0.042052 x
12 = 0.998577

CURVA PATRON DE HCTZ EN PLASMA

DIA 3 .
—8— CURVA *  REFUCAL 4 REPUCA2
AJUSTADA
X e
g2 —
2
& 10 b
ad -
£ 0

o

00 - 20 300 400 G500 600
CONCENTRACION (ng#nL)

50



FIGURA 15 :
del método para cuaniificar Hidrockotiazida en plasma. Dia 4.
y=0202862 ¢ 0.042040% . . '
12 0.998242 5

Evaluaciédn de Funcidn

CURVA PATRON DE
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" RESPUESTA
o B®

w2 a0 40 500 600
CONCENTRACION {ngAnt)

<

En ia labis 13 se obsesrvan los resutados de calidad de ajuste de las cuivas generadas duranie &
evaluacidn de precision y exactitud; se observa que todos los punios de fa curva cumplen con los
criterios estableckios para precisién y exaciilud.
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_TABLA 13 Calidad de ajuste para las cuivas palrén generadas durante los experimentos de exactitud y
precisién, para ta cuantificacién de Hidroclorotiazida en ol intervalo de 10 a 600 ng/mL.

CONCENTRACION ADICIONADA (ng/mL)
1000 2000 5000 1000|3000 | 6000
DIA REPLICA | CONCENTRACION INTERPOLADA
1 1 8.432 17.10 5054 94.62 2057 507.4
2 2.017 2.3 Y] 1005 6.8 507.2
2 1 1088 2088 50.72 1013 2010 506.3 -
2 1090 2146 4858 1038 2037 . |6104
3 1 10.34 2244 52,70 96.77 2043 | 604.1:
2 0180 [2248 15600 . {1082 .| eoad
4 1 1084|2243 8553 o e
2 1082 2044 ‘| 83.70 ) 8193
RS [ , , 
Promedio U008 21307 797.43 8020
DE. 1011 1024 0 32786119 SN
cV. 10.06 9.032 6.488 6281 1 3624 1902
% DE - 0511 648 1038 2572 0 4383 03me
LERROR

Con base en los resullados anteriores, se aftma que [a curva patrén presenta un comportamienio
lineal del tipo  y= A + Bx al relacionar la concentracion de Hidroclorotiazida con la respuesta obtenida
en el sistema cromatografico.

84 SENSIBILIDAD

8.4.1 Limite de deteccién.
Se determind como limite de deteccidn fa concentracién de 3 ng/mL ya que con esta concentracién se
observa una respuesta que es de 2 a 4 veces el ruido cromatografico.

8.4.2 Limite de cuantificacion .

Se establecié como iimite de cuantificacién ta concentracién de 10 ng/ml., pues como se observa en
las tablas 10, 11 y 13, esta concentracidn cumple con los criterios de precision, exactitud y funcién
respuesta, es decir, en ningin caso se observd un coeficiente de vanacién mayor al 20%, ni una
desviacion mayor al 20% de la concentracin nominal. Es ademds, |a concentracién mas baja
considerada en el intervalo fineal. (Ver FIGURA 16)
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FIGURA 18. Cromatogramas de Hidrociorotiazida en plasma A)Cantidad minima detectable (3 ng/mL).
8) Cantidad minima cuantificable (10 ng/mL.)

8.5 ESTABILIDAD

8.5.1 Establiidad a clclos de eonnelaclén descongelacién.

En la TABLA 14 ge los ién de estabiidad de la muestra
después de ser sometida a 4 ciclos de tacién-d fackin, , nlrindose que se ph

conbsparinwosesubleebosdapmdsunyexaww

Por fo tanto se idera que las de Hidroclorotiazida son bles a fas diclones antes
mencionadas.
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TABLA 14 Establided de Hidrocloratiazida a cicios de Congetacién-Descongsiacion

Répice Conceniracién adicionade noimt
10.00 l 40.00 l 1500 ] 500.0
Canosniracion ocuarntific. ngimi
1 11.06 3959 1319 4840
2 12 4025 131.0 4001
3 10.20 39.30 1437 '
n . 3 3 3 2
Promedic 1084 0.1 1365 9485
CcV. 0.56 0.488 7.08 3507
DE. 8.19 1229 523 074
Porceniaje 84 0725 -1000 -2.700
emor

‘Mussira perdida duranie of procesamiento
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8.5.2 Establlidad dc la muestra en ¢l disolvente de rcconstltuclén
Los resuftados de la cuantificacién de Hidroclorotiazida durante fa de bilidad en e
disolvente de reconstitucién se observan en las figuras 17 a 20, donde se aprecia que la
Hndroclomﬂazida e5 estable a 48 heras en el inyector ista nara su andlisis.

!
|
|
!
i

10 ng/nl
& UMITE — [ 210} ol UMITE L ] aHC
INFERS s '¢le] SUFR QlaNT
OR NaDA 1OR IRC2D
A

CONC.
(no/nl)

e
D ES
o —ll—%’d

>

24
TIEMPO (HORAS)

sla

FIGURA 17. Eslabmdadde““ joratiaida en el disoivente de reconsitucién por un periodo de 48
Wis(iomlm ) P e ,,,,"’7"""{5 o
: . 4OngmlL
~—— UMTE —e— OONC —--—umrrs —@—ane
<] T INFER e ADIGO ST SUPER "CUSNT
ORI s NeDa OR IACAD
) ISOT‘ ; R :
fp=—
: 8_,
ki -
0 24 48
TIEMPO (HORAS) S

FIGURA 18. Estabilidad de Hidroc) i3 en el disoh de reconstiucién por un periodo d
horas (40 ng/mL) : " po u *_48‘
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150 ngMml
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FIGURA 19, Estabilidad de Hi en el disoivente de feconstitucién por n periodo de 48 -
horas (150 ng'mL}) : F el .
500 nginl
—&—— UMTE —¢——CONC ——#*—LUMTE -8 ~CONC
INFERI ADAo SUPER - CUANT
oR NADA ICR AACAD
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FIGURA 20, Estabiidad de Hidroclorotiazida en e disolvente de reconstitucién por un perioda de 48
hotas (500 ng/mL) b ) o
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868 RECOBRO ABSOLUTO.

En la tabla 14 ee pressnian
promedio fus de 87.20%, variando de 70.77 2 98.12 %.

ioa resultados de recobro absokulo de Hidroolorotierkde. El

£l recobro absokto de scsteniida ee reporta en fa tabla 15 donde ee obesrva que el reccbro promedio

fus de 80.77%.

TABLA 14 Recobro abeciuto de Hidrooloroazida en plaama.

CONCENTRACION DE SOLUCIONES ACUOSAS DE HCTZ (ngimt)
| 25 80 125 250 750 150

REPLICA | RESPUESTA DE HCT2 EN SOLUCIONES ACUOSAS
' s 77 1940 347 nerz 208
2 L &2 1684 87 10081 21240
3 3 on 1803 3658 10612 21647
4 20 o7 e 675 10008 21077
5 6 [ 11) 1763 3605 10476 20038
n s s 5 5 5 s
Promedio | 320 o7 1798 3650 10710 21005
DE. 0556 4020 9087 2155 5068 101
cV. 2500 5086 5384 8003 5512 5078

CONCENTRACION DE SOLUCIONES DE HCTZ EN PLASMA

{ng/mi)

10 20 50 100 200 800
REPLICA | RESPUESTA DE HCTZ EN SOLUCIONES PLASMATICAS
1 34 a4 1331 2484 8538 15018
2 208 ] 1437 2000 9255 17180
3 kT 508 1532 2680 a1 10508
4 <Y 656 1511 3005 9301 186579
] 32 o785 1636 2061 o775 19843
n 5 5 5 5 5 5
Promedio | 323 634 1480 2064 1% 179063
DE. 1992 343 1136 240 5019 1600
cV. 5010 4908 7626 782 54 8,980
- DE{96.12 9424 8285 TO77 863 e
RECOBRO

RECOBRO PROMEDIO: 87.20 %
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TABLA 15 Recobro sbechsio de Acetaniiie (ssidndar inlamo) en plasma

RESPUESTA DE | RESPUESTA [ 3]
ACETANILIDA EN SOLN | ACETANILIOA EN PLASMA
ACUOSA

n k] 0

Promedio 953 [

D.E. 513 3.1

CcV. 5177 4757

% _DE RECOBRO. 0.7
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CLI NES.

c«mﬁdma-mamymuwwmm
o0 consiguld Begar 3 un méodo anslitico para cuanificas Hidroclorotiszida por Cromalografis de

LW&MRM(GM),MAMMMM Edom«ndnpo&l

ser tikzado en un estuciio de Bioequivaiencis.

E) método proporciona les bl 4

permilen separar ls Hidn iazida de los ol umgumddphm-ybwm

abteniéndoes as! Una adecuade cusntificacitn de ka Hidrackorotiazide,

Este método permile a cusnitficaciin de Hidrockmtiszida sin que ®dstan interfersncias de

compussios de plaama, del 4-amino-8-cloro-1,3-benmcendisulfonamide, as!

camo de sustancias relscionadas como cloratiazida, cafeina, Sckdo saliciico y naproxén,

El método es exaclo y preciso, pues cumpis con ke orierios de validecién de Métodos Analliticos

sospiados imemacionaimente.

La Hidroclorotiarida ce cuantifiod con esle mitodc, en ol infervalo Tneal de 10 a 600 ng/ml,
presentando uns funcidn linesl dei tipo y = A + Bx.

A-mamwu,ummuhwaummmmwm.
sicanedndose a delectar hasts 3 ng/ mL.

Las museiras de Hidroclorotiazids son estables a 4 ciclos de congeiscidn-deacongeiacién, y despude
de 48 horss en el inyecios, una vez que fusron reconstituides.

El reccbro de Hidrocloratiazida es de sirededor de 87 % &l tecobro de su seténdar intemo es de 80.77.

o WL
£Sfh S8 et

R

Aﬂ«
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