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OBJETIVOS 



OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar los diferentes procedimientos en el manejo de los 

fármacos contenidos en muestras de fluidos biológicos y la 

cuantificación por CLAR para su aplicación en estudios de 

biodisponibilidad, bioequivalenc a y farmacocincitica, 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

1) Exponer las opciones de obtención de muestras de fluidos 

biológicos, los cuidados que deben tenerse, y resaltar la 

importancia de esta etapa para una cuantificación exitosa del 

fármaco. 

2) Apreciar la importancia quo tiene la adecuada recepción de 

las muestras de fluidos biológicos siguiendo las Buenas Prácticas 

de Laboratorio CBPL) para evitar errores analíticos, 

3) Expooner las diferentes técnicas de extracción, 

concentración o recuperación de los fármacos a partir de sus 

matrices biológicas, para aplicarlas en el diseño de métodos 

analíticos. 

4) Resaltar los cuidados al aplicar un mét.odo de CLAR para 

fármacos en fluidos biológicos de acuerdo a las BPL. 

5) Explicar el tratamiento de dalos obtenidos durante la 

cuantificación de fármacos en muestras de fluidos biológicos. 

e) Enfocar el manejo y cuantificación por CLAR de fármacos en 

fluidos biológicos hacia los estudios de biodisponibilidad, 

bioequivalencia y farmacocinética. 



INTRODUCCION 



La primera ineestegacica de bletranstormación de frnla,e3e tué 

realizada en la segunda miked da este eiglee romenzande een la 

Quinina en 	 1,a  f 	 mi( 	 It;. • 	• •I1, 	- 	 - 

y ;gr,., 	 U 1 

W, 	iii 	1 	! 	. 	 h: I 

publicadas (¿,12. En ambos ,asoe, les Progrosos en 105 

descubrimiontoe reeren lentes hasta el fin de la eogunde eeerra 

Mundial, despuee, ene exFaeeiva emereenela de metedolejia 

moderna produjo una ianástica acl9leraci,)n de 	investigacienee 

del destino do los firmacos en el organismo Cl' 

De ese desarrollo de metodologias, surgió la ,::rema(ogralaa de 

Líquidos de Alta Resolución, una técnica realmente útil en el 

monitoreo de los fármacos en Fluidos Biológicos. Además do su alta 

eficiencia, tiene una gran versatilidad porque puede acoplarse a 

otras técnicas (extracción filtración, cite.), a divereee 

detectores para aumentar la sem;ibilidad (de fluorescencl;,, uv 

etc.) y al desarrollo actual de integradores, computadoras y 

automatizaderes, sin olvld:Ar que opera bajo diver-,:o7s ::r:xv.--,op(c,  de 

separación (edeereien. reparte, intereambio ionico, etc.) 

Sin embargo, a pasar de todo este desarrollo en metodologias, 

en México el proceso ha sido lento, porque sólo recientemente es 

que se ha reconocido la importancia de los estudios de fármacos en 

fluidos biológicos. En la actualidad se ha incrementado la 

necesidad de estos estudios por los problemas relacionados a: la 

biodisponibilidad y bioequivalencia, al abuso de fármacos, la 

farmacocinética (Z) y al desarrollo de nuevos fármacos C4,6); 

seguidos del énfasis que se ha venido dando a la regulación de los 

fármacos para que cumplan con la eficiencia esperada y evitar que 

lleguen a ser tóxicos (6) en la cantidad administrada, ya que en la 

determinación de la posologia, los estudios biotareaceutices 

también juegan un papel muy importante. 

El principal problema que afecta a este tipo de estudios, es 

encontrar a un Profesional ampliamente capacitado para reT..olver lee 

problemas que ee preeentan en el diselie y desarrollo de no análisis 

biofarmaceutlee. El análisis de fármacos y de sus productos de 



baotransiormación 	on 	,-Tectm-nes 	risi,d ,i; 

:onsidcraciones detallad,s 	 ni,-tos: 

1) La flieLC)C10104jf 	I 	.11 en 	, 	 „: 	 y 

preparación de una mue-:.tra antes del 	 Esta etapa puede sor 

decisiw pala 105 resuitados correctos o arr ,yne::s que se obtengan 

en la investigación, ya que una muestra tortada ¡e manera errórae, a 

destiempo ó tratada incorrectamente, puedo condib:r a errores 	el 

anMisis o a la pérdida dr inic4~ion. 

t...) La selección y evaluación de la técnica analítica óptima. 

Esta átima, además de ser adecuada, debc dar nn buen nivel de 

recobro, ser sensible, selectiva y no consumir demasiado tiempo por 

la gran ...entidad de muestras que so analizan en una sola vez (1). 

En este contexto, Wl principal problema es la .7.ompleiidad de las 

muestras biológicas, que dificulta poder aislar el fármaco para 

cuantificarlo (8); en ocaciones se consigue un buen nivel de 

recobro para el analito, pero la reproducibilidad del método 

difícilmente se logra. Por eso en este trabajo se dan variadas 

opciones a las que se puede recurrir para lograr una buena limpieza 

de las muestras. 

3) El manejo e interpretación de los resultados obtenidos de 

la técnica analítica En la actualidad muchos prefieren la 

automatización por lo que el tratamiento de la información lo 

realizan por medio de computadoras (7). 

Atendiendo a la complejidad de un estudio biofarmacetatico, se 

puede ver que para efectuarse, se necesit3 contar con 

profosionistas que tengan amplio conocimiento en clínica, 

metodología analítica, bioquímica, farmacóloeía, química orgánica, 

instrumentación , diseño, desarrollo, estadística, y estar al tanto 

de las regulaciones que rigen tales estudios. 

El objeto del presente trabajo es reunir la información 

necesaria sobre los diferentes procedináentos para el diseño y 

desarrollo del bioanálisis con informacion actualizada; de manera 

que el Profesionista interesado on ello rueda encontrar fácilmente 

tal información ahorrando de esta manera tiempo que resulta 

esencial en cualquier estudio. 
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Se 	han preparado 10n apu tul os d manera progr es i va como 

modelo do los pasos en quo de manera común so real izan estos 

estudios . 



DE FINICIONES 



CROMATOGRAFT A C 2.90) . 

La cromatografía es un proceso basado en la distribución 

diferencial de una mezcla de sustancias entre dos rases,, una de las 

cuales pasa a través de la otra. 

Una de estas fases se determina como fase estacionaria y la 

otra. fase móvil. La faso estacionaria puede ser un sólido poroso, o 

un sólido finamente dividido, rj un líquido que ha sido enlazado a 

algún soporte de material inerte. La fase móvil puede ser un 

liquido Cpurn n una snluciOni o un gas (puro n una mezcla 

homogénea). 

SI la fase estacionaria es un solido, el proceso se determina 

cromatografia de adsorción. Si la fase estacionaria es liquido el 

proceso se determina cromatografía de partición. La diferencia 

entre la cromatografía de adsorción y la cromatografía de partición 

radica en la naturaleza de las fuerzas que determina la 

distribución del soluto entre las dos fases. 

En la cromatografía de adsorción, la fase móvil pasa sobre la 

fase estacionaria, acarreando en ella el compuesto disuelto. La 

velocidad a la cual el soluto se mueve o se separa depende de los 

diferentes grados de afinidad que el soluto tiene por la fase 

estacionaria. 

En la cromatografía de partición, una matriz porosa, como la 

celulosa o la mítica gel, inmoviliza una capa de solvente, lo que 

conforma la fase estacionaria. La fase móvil pasa sobre la matriz, 

y la solubilidad relativa de los compuestos en las dos tases 

líquidas es el factor que controla el proceso de separación. 

La cromatografía de intercambio tónico, generalmente se 

clasifica separadamente. Aunque esta emplea una fase sólida, la 

adsorción de la interfase sólido-liquido no es el fenómeno 

primario. En este caso, el intercambio de iones o electrones es el 

factor más importante, Los efectos de adsorción y de partición 

operan en muchas instancias, y no es un sólo factor el que gobierna 

el procese cromatografic:o entero. 



CRONATOGRAFIA DE LÍQUIDOS DE ALTA RFSOLUC111N (CLAW1 (eqeí. 

En años recientes el termino ernmateeratta Itquida hl ei,1. 

aplicado a una variedad do tecnicae ,e,mmitegratir 	en 135 que una 

fase móvil líquida pasa sobre un seperte selidn contenido dentro de 

una columna. El soporte salido puede ser la faro estacionria por 

si sola Cromo es el caso de la dr ar.hJorc:ton, inteimhio tónien, de 

exclusión esterica o aftntrt3d crocrat,,quatJ ,:a), o puede •,star un 

liquido retenido sobre la fase estaeionaria como en el caso de la 

cromatografía de partición en columna. 

Los sistemas de alta presión para líquidos que se necesitan 

para estas separaciones han hecho que se les asigne el término de 

cromatografía de líquidos de alta presión, o más recientemente 

cromatografia de líquidos de alta resolución, así llamada por el 

gran número de platos teóricos que usualmente se encuentran. 

DIODISPONIDILIDAD 

Diodisponibilidad se define tanto come la cantidad relativa de 

fármaco, proveniente de una forma de dosificación administrada, que 

entra a la circulación sistémica ami ramo a la velocidad en la cual 

el fármaco aparece en la corriente sanguínea. 

La biodisponibilidad es una característica del medicamento 

administrado a un sistema biológico intacto. 

Indica simultáneamente:. 

Según qué cinética, y 

af según qué proporción, respecto a 13 dosis adminislrada, un 

principio activo llega a la circulación general. 

Así pues, la biodisponibilidad comprende dos aspectos 

distintos: velocidad e intensidad. 

En esta definición, el medicamento es la forma farmacéutica 

que contiene el principio activo y el Sistema biológico se 

considera como un organismo entere. 

De todo esto se deduce: 

• N Que un estudio de biedisponibilídad consiste en una. 

evaluación de las características cuantitativas y cineticas .l un 

medicamento administrado a un organismo cencreto. 



Oue un estudio de biodiapohibilidad excluye la utilizacton 

de montajes "in vitro" (fragmentos del organismo, en particular 

conducto digestivo; aparatos para el estudio de la disolución de un 

principio activo o para el estudio de su paso a, o a través de, una 

fase lipófila). 

* Que el testudio de los fictores capaces do modificar la 

disponibilidad de un principio activo as un estudio hinfarmaceut ,co 

DIOEQUIVALENcIA (9). 

La hioequivalencia de un medic.amentt, 	 la ,'•:teu/:,r1 

y la velocidad de absorción no es significativamente diferente, 

hablando en términos estadísticos, de un medicamento da 

biodisponibilidad comprobada criando se administran a la misma dosis 

molar. 

La noción de equivalencia de medicamentos %e aplica sólo a las 

distintas formas farmacéuticas do un mismo principios activo y no 

puede ser generalizada a diferentes principio activos aunque sean 

de una misma clase terapéutica Cp. ej. anibióticos (3-lactámicos). 

Se pueden distinguir diferentes tipos de bioequivalencia, a 

saber: 

01 La equiva/encia farmacológica, que corresponde a la 

incorporación en dos medicamentos de moléculas químicamente 

distintas, pero que conducen a una misma actividad intrínseca quo 

indica la presencia "in vivo" de un mismo sustrato molecular 

activo. Las sales o los ésteres de un mismo principia akaa'io raaa,an 

esta equivaleneia, en la medida en que 2 una parte de la actividad no 

es imputable al agente salificante o esterificante. Un metabolito 

activo común, procedente de dos moléculas inactivas por si mismas, 

puede, teóricamente, asegurar esta equivalencia. 

$ la equivalencia quimica, que corresponde a la incorporacion, 

en dos medicamentos destinados a una vía de administración común, 

de una dosis nominal idéntica del mismo principio activo. }n 

general, la forma farmacéutica de estos medicamentos es parecida 

Ccápsulas y comprimidos, por ejemplo) y cumple las mismas normas 

físico-químicas oficiales (valoractain del principio activo y tiempo 

14 



de disgregación, par 

rrt La equevaiencia termecit(:e, quc, corre,ponde A  1, 

incorporación, en dos formas farmaceuti.as. de. la misma o.4,,l e hr 

una dosis nominal idenlica del mismo principio wilivo. E.:aos 

equivalentes deben satisfacer por otra parle, el conjunto do las 

normas ofici,les proseradas o i:.1..eptibLe. 

nivel de la farmacopea ,icinelica de liberación 	in vitro" del 

.principio activo, por ejemplo). 

tr La equivuiencla bfo/dgica o bloequfurdencia, que corresponde 

a medicamentos, equivalentes químicos o farmacéuticos, que, a la 

misma posología y según los niveles sanguineos del principio 

activo, presentan criterios de biodisponibilidad idénticos en un 

misma individuo. 

• La equ¿vaienclu canica o terapjut, que corresponde a 

medicamentos equivalentes farmacológicos, químicos o farmacéuticos„ 

que conducen, con una posología idéntica, a la misma eficacia 

terapéutica controlada Co a la misma toxicidad) en un mismo 

individuo. 

FARNACOCINETICA CO,Ol, 

Estudio cronológico de los fenómenos que rigen tos cambios in 

vivo de lbs principios activos Cabsorción, distribución excreción 

y biotransformación) y de las respuestas biológicas 

correspondientes (farmacológica, biológica, tóxica, torapéutdca). 

Los 'cambios "in vivo" son, por regla general, 

cualitativamente constantes para un principio activo y para una 

especie receptora dados, pero pueden ser cuantitativamente 

variables, no sólo según las propiedades fisicoquimicas de los 

distintos fármacos y según la fisiología de las distintas especies, 

sino también en el seno de una misma especie, en tuncos del estado 

fisiopatológico del organismo receptor. El estudio farmacocinetico 

de un principio activo consiste en La identificación V 

cuantificación de su paso por el organismo y ello conduce a los 

modeloS paramétrlcos descriptivos. 

Esquemáticamente, los cambios que *--11fre un 



Di of ase 

ef ect ora 

Fase acuosa 	 otr ansf er nuaci ón 

ultrafiltrable 

do la sangre Excreción  

1 	

Tejidos Proteí nas 

pl asmáti cas 

Lugar de 

adminIstraci on 

ergani.eile 	puede 	res' 11111 	on 	cual. ro 	.tapas: 	ahnerulon, 

st r ibución 	otr ansf or u3c i n y Ecrecj on. q 	cont t uyen 

stema designado cl as i ca mente pnr la':. si gl at,.; A. D. D. E. ‘: Fi g. A) 

Es preciso prestar a tenui en al hecho de que 1 as 4, etapas que 

consti tuyen esta secuencia a ni vol mol ecul ar pueden ser si mul tan-as 

desde un punto de vista macroscepi co y tod, f enecene analizado a 

este ni vol será , en realidad, 1 a superposición de 1 as 4 et.apas 

La 	fase farmacocinot i ca, cuyos principales parámetros se 

resumen en el cuadro D, está estrechamente relacionada, al igual 

que la fase farmacodi námi ca , con los factores que dependen del 

individuo y existo una acción permanente entro los factures 

f isiopatol ágicos del cuadro C y l os parámetros del cuadro D. 

ABSORCI ON' 

Centradas) 

DI STRI BUCI ON 

1 

ELI MI NACI ON 

( sal idas) 

 

Fig. A. Farmacoci néti ca de los cambios in vivo de un fármaco: 

sistema ADDE. 

16 



Parámetros farmacológicos Parámetros clinic.os 

Concentración en la biofase 

Interacción principio activo- 

receptor 

Fenómonos da competición 

Mecanismo de acción 

Acción sobre La química 

del cuerpo 

Toxicología 

Variables del medio ambiente 

Efectos psicológicos 

Diagnóstico Impreciso 

Enfermedad asociada 

Remisión espontánea 

Interacción medicamentosa 

Raza 

Sexo 

Edad 

Morfología 

Varmacogenetica 

Cronofarmacología 

Posición del cuerpo 

Actividad relativa 

Estado ntrrri i nr, ,1 1 

(ecta,:gn 

Menopausia 

Temperatura 

Mi urinario 

Flujo urinario 

FI,,, 	,,nguineos 

‘mbi-,:nLe 

Patoloyia 

Efecto no especifico 

y placebos 

Efecto farmacológico 

  

I o clini.1  

  

   

0 

Cuadro D. Parámetros directos de la fase farmacocinótica de la 

evolución in vivo de un fármaco. 

Cuadro C. Factores fisiopatológicos que influyen en las fases 

farmacocinetica y farmacodinamica de la evolución in vivo de un 

fármaco. 

MEDICAMENTO (.0). 

Preparación farmacéutica que resulta de la incorporación de 

una cantidad exactamente medida de un principio activo C.o varios) 

en el seno de una forma farmacéutica. Esta definición, distinta de 

la definición oficial de un medicamento CCOdigo de Sanidad, OMS), 
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es kipleamer,t,o binfarrií‹zeut.iea: ceures-,,, a 	la 	pu ,,,par 

4<irru 	 y y., 	p,:+r 	1. • 	l,N, Isie, 	'3na 	t 	1.11. l i ,fad 

quo 	1e  os pu 	y .11.1e. 1 	ca r 	Ler 	1 	misnuí., mareen .3 que la 

canti dad nomi nal del pr 1 nci pi o art.i ve, 

PRINCIPIO ACTIVO O FÁRMACO (9). 

Sust -inci 	 r1050, 	per 	íqt 	nq ,.z>fr3. 	.tehí 

met.ab,J1i ,x; 	u 	e,JU.de, 1ejtirececiananucam 	ti c as ) susrept í bl es 

de aplicaciones terapéuticas Co diagnósticas) y administradas como 

tal bajo forma de medicamento. 

FORMA FARMACEUTICA Co). 

Resultado de haber realizado varias operaciones farnmréuiíra 

sobre los principios activos asociados o no a los excipientes. 

ABSORCION (9). 

Fenómeno de paso del principio activo Co de un metaboliio) a 

través de una barrera fisiológica que separa al medio interno, 

especialmente la sangre, del lugar de admínistracien. 

DISTRIBUCION (9). 

Conjunto de los fenómenos que rigen el reparto del principio 

activo Co un metabolito) en el organismo, 

ELIMINACION CO). 

Conjunto de fenómenos que conducen a la desaparición 

progresiva del principio activo Co de un metabolito) del medio 

interno. 

METABOLI TO ( 9) . 

Molécula resultante de la bíotransformación de un principio 

activo. 

EXCIPIENTE ( 9) . 

Sustancie, a pr 	t ar macel ágt cameril e inerte, utilizarla par, 



dar a una forma farmaceul:ca nn present,,ción conveniente fiara su 

utilización 	Cpeso, 	volumen, 	consistencia, 	conservación, 

compatibilidad fisiológica, etc.). 

FORMULACION (559). 

Arte de seleccionar cualitativa y cuantitativamente los 

principios activos y los excipientesriatura1197. quimicl, estado 

fiSicó, caracteres organolepticus, 	en función de la forma 

farmacéutica y de las operaciones farmacéuticas correspondientes. 

PRODUCTO (555). 

Mezcla de todos los componentes para lograr una fórmula 

obtenida mediante el proceso de fabricación. 

BLANCO O PLACEBO (885). 

Formulación o producto preparado omitiendo el analito. 

SUSTANCIA PATRON DE REFERENCIA (555). 

Slistancia patrón de lA sustancia a analizar y que está 

certificado de acuerdo a normas oficiales. 

PREPARACION DE LA SUSTANCIA DE REFERENCIA (b ), 

Es la solución de la sustancia patrón de referencia cama se 

especifica en el procedimiento analitica. 

PREPARACION DE LA MUESTRA C559). 

Una formulación preparada como se especifica en 

'procedimiento analítico. 

BLANCO O PLACERO ADICIONADO C555). 

Blanco o placebo preparado a una cantidad equivalente a la del 

producto, adicionado de concentraciones variables de la sustancia . 

patrón de referencia dentro de un intervalo de crin,-entracW,n 

especificado. 



EXACTITUD C555). 

Es 	la tort,.7rdancia que existe entre el valor 	t tenido 

experimentalmente y el valor verdadero. 

PRECISION (556). 

Es la repetibilidad de los resutados dentro de una serie de 

mediciones. 

REPRODUCIBILIDAD (955), 

Es la concordancia entre los resutados individuales obtenidos 

con el mismo método y material de prueba, pero bajo diferentes 

condiciones considerando analista, reactivos y equipo. 

ESPECIFICIDAD (555). 

Es la selectividad del método analítico para la sustancia en 

estudio en presencia del blanco o placebo especifico y de, los 

productos de degradación, 

CANTIDAD MININA CUANTIFICABLE C585). 

Es la mínima cantidad a la cual el método analítico es lo 

suficientemente preciso para producir un estimado satisfactorio de 

una concentración desconocida. 

CANTIDAD MAXINA CUANTIFICARLE (895). 

La concentración donde la sensitividad comienza a cambiar, por• 

ejemplo, la función de la curva de calibraciOn no es lineal, 



CAPITULO I 
ETAPA I. LA NUESTRA, PROCESO DE ADQUISICION 



1.1 SELECCION DEL SUJETO SANO VOLUNTARIO . 
Los criterios do admisión del sujeto deben ser definidos ron 

precisión. Es raranablo seleccionar sujetas de edal. media (por 

ejemplo: 20 a 50 aii'os) y morfología normal (por ejemplo, rolaciOn 

peso-talla). Los criterios de las ,rompania,:. de setytros 	ta1)14-: 

clásicas (por ejemplo: Manual Mer,A) pueden consli,.ulr puntos de 

referencia útiles. 

El reclutamiento y selección del sujeto sano voluntario debe 

enfocarse a prevenir los eventos que, aunque raros, pueden 

encontrarse entre las sujetos "sanos" y ser potencialmente 

adversas en un estudio. 

En la búsqueda de los voluntarios potenciales se envuelven 

tres etapas principales: (1) la revisión de todas las aplicaciones, 

os decir, los requerimientos que debe cubrir el sujeto, (a) 

historia, exámen e investigación: (3) un resumen de toda esta 

información para cuando el método sea aplicado. 

Etapa x. Todos los voluntarios llenan un cuestionario para dar 

sus datos personales, médicos y sociales. Tal cuestionario se 

analiza para' saber si La persona puede ser apta para estos 

estudios, o si presenta algún problema para no ingresar en los 

estudios. 

Etapa e, Se realiza una amplia historia clínica y examen 

físico CsignaS vitales, electrocardiograma) (10), ast como química 

clínica , hematología kr.incluyencla pruebas de función renal y 

hepática) e investigación serológica para hepatitis El y HIV. además 

debe examinarse la orina en depuración de creatinina, proteínas, 

glucosa, sangre, bilirrubina y uso de drogas. Se deberán de incluir 

todas aquellas pruebas que aseguren la normalidad de los 

voluntarios. Si se detectan'anormalidades como hipertensión. 

disfunción hepática o uso de fármacos se tendrá quo excluir al 

sujeto del estudio. 

Etapa j. Entre los, sujetos que han sido aceptados se le5 

informará de los fines del estudio, todas las características del 

fármaco, incluyendo sus reacciones secundarias y adversas. Se tes 

aplicará un segundo enestionario para ampliar la historia clíniLa 



del sujeto y revisar si no se incluye algún impedimento ciinico 

para que no participen en ol -• ludió v. 	1 	• 

-•ble-Ión, con insorm,icton MW, 	 .10 partdcipar en el 

estudio. Si el individuo no •as rechazado deberá firmar un 

consentimiento escrito por si mismo de su participación en el 

estudio C11.12,13). 

Aunque clínicamente esto debería ser suficiente, la motivación 

de los sujetos sanos voluntarios es también importante, por lo que 

será necesario reafirmar ante ellos la importancia de su 

participación en el estudio C14). 

EDAD. 

La distribución y la eliminación de muchos fármacos cambian 

como una función de la edad (15,16,17,18,19,20.21,22,23,24,25,26). 

En general, la eliminación es deficiente en tos recién nacidos y se 

mejora en bebes mayores y niños ca7,2e). Sin embargo, la 

eliminación declina con la edad C29,30,31). 

La diferencia más importante relacionada con la edad se da 

entre los recién nacidos y los adultos C32,33,34.39). Muchos de los 

sistemas microsomales que intervienen en el metabolismo de los 

fármacos están presentes al nacer pero sus niveles son 

considerablemente menores que en los adultos 036,37,38,39). En 

general, los fármacos sujetos a la hkotransformación se eliminan 

mucho más lentamente en recién nacidos que en adultos 

(40,41,42,43). 

La oxidación de fármacos en recién nacidos es deficiente igual 

que la sulfuroconjugación y conjugación con ácido glucurónico. Se-  

alcanzan los niveles de adulto sólo a los tres años de edad 

(44,45,42,47). 

SEXO. 

Muchos estudios demuestran la diferencia del sexo en la 

disposición de los fármacos (411), la naturaleza y el grado de esas 

diferencias dependen de La especie y el fármaco estudiado 049,50). 

Los androgenos estimulan la actividad de los mtcrosomas y de las 



oxidases C51); esa inducciCn se refleja en una eliminación más 

rápida de los fármacos en los hombres que en las mujeres, por eso 

es que los efectos adversas se observan con mayor frecuencia en la 

mujer C52). 

El embarazo está asociado con retraso en el vaciemiento 

gástrico y disminución en la motilidad del tracto gastrointestinal. 

Estos cambios pueden reducir la velocidad de absorción del fármaco. 

El volumen disponible para la distribución del fármaco incrementa 

durante el embarazo por el crecimiento del útero, la placenta y el 

feto. El volumen plasmático y el volumen del fluido extracelular 

también aumenta. La concentración de las proteínas plasmáticas 

tienden a bajar gradualmente durante el progreso del embarazo y el 

enlace del fármaco a proteínas puede reducirse. La velocidad de 

filtración glomerular y depuración de creatininas se incrementa, lo 

cual hace pensar que la eliminación de ciertasfármacos puede 

favorecerse durante el embarazo (53). 

PESO Y MORFOTIPO. 

El volumen aparente de distribución de un fármaco está 

determinado por el espacio anatómico en el cual se distribuye y es 

relativo al grado de enlace vascular y extravascular. Ya que tanto 

el volumen total de agua corporal como de fluido extracelular, en 

adultos con complexión normal, es directamente proporcional al peso 

del cuerpo, hay una relación entre el volumen de distribución 

aparente y el peso corporal Ce4). Esta relación es más evidente en 

fármacos que son enlazados débilmente a proteínas en el cuerpo 

C55,50). 

El temario de los órganos, su función y el flujo sanguíneo 

también están relaciónados al peSo C97,58,50), pero la relación 

entre la depuración del fármaco y el peso no está muy elucidado. La 

correlación entre la depuración de fármacos y el peso en adultos 

jóvenes normales no es muy conocida y no hay una guía general para 

relacionar la.dosis de un tármaco con el peso corporal C60). 

La estrecha relación entre el agua del cuerpo y la masa 

muscular en el peso total y la gran proporción de grasa en los 
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obesos, afectan la distribución Je los fármacos en los diferentes 

compartimientos del cuerpo. La adiposidad contiene menor fluido 

extracelular que en otros tejidos, El espacio de distribución para 

fármacos polares como los antibióticos es relativamente menor en 

pacientes obesos. Por otro lado, el espacio de distribución 

relativo para fármacos muy poco liposolubles puede ser el mismo en 

pacientes obesos que en pacientes delgados. En resumen, el enlace 

de fármacos, el metabolismo y la excreción pueden modificarse en 

sujetas obesos C61,62). 

INTERFERENCIA DE FARMACOS, 

El antagonismo o potencialización de los efectos de un fármaco 

por otro es un fenómeno bien conocido (63,64,66,68,67), La 

absorción, la distribución, la excreción o la biotransformación de 

un fármaco puede estar afectado por la administración de un segundo 

fármaco llevando a diferencias en la concentración y los efectos 

clínicos C68,60,70,71). Existen tres fármacos que no son 

reconocidos como tales por la mayoría de la gente, se les encuentra 

de manera general en los humanos y pueden alterar el destino del 

fármaco,: alcohol, cafeína y tabaco, 

El efecto dahino del alcohol sobre el hígado humano está bien 

documentado. La biotransformación hepática de muchos fármacos está 

impedido en pacientes con cirrosis hepática. El exceso en el 

consumo de alcohol, también afecta la biotransformación de los 

fármacos aun en personas que no muestran daKo en el hígado C72,73). 

El humo del tabaco es una mezcla compleja compuesta 

principalmente de gases, pero también contiene materia particulada. 

La materia particulada consiste en compuestos solubles en agua como 

la nicotina y compuestos lipoSolubles incluyendo hidrocarburos 

aromátitos policiclicos, Los hidrocarburos aromáticos policíclicos 

y tal vez otros constituyentes del tabaco, son potentes inductores . 

de ciertas enzimas metabolizantes de fármacos, particularmente la 

arilhidrocarburo hidroxilasa (74,79,76,77). 

La automedicación debe ser nula ya que representa una forma de 

interferencia farmacológica C78,79,00,81,62,63,66,09,06,67). 
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EFECTO DE LA DIETA. 

La homogenidad de los sujetos puede ser tambión afectada por 

los hábitos en la dieta (88,89). Los ácidos grasos libres se 

enlazan a sitios de la albúmina humana y pueden desplazar a 

fármacos enlazados ahi C90,91). Los ácidos grasos libres contenidos 

en los aditivos alimenticios pueden contribuir al desplazamiento de 

los fármacos de los sitios en que se encuentran enlazados 

C92,93,94,95). 

Los alimentos afectan la circulación enterohepatica de los 

fármacos y, con una administración postfármaco, puede nreciarso la 

relación de los ácidos biliares a través de la Jwcion de la 

colecistocinina sobre la vesícula biliar C96,97). Los fármacos que 

se almacenan dentro de ella son vaciados en el intestino delgado y 

reabsorbidos para incrementar los niveles en sangre (90,99,100). 

La variedad de dietas por La alimentación ad Libitum, trae una 

increible variabilidad biológica C102) debido a que los alimentos 

alteran la circulación enterohepática CLO1) y el enlace do los 

fármacos a las proteinas debido a la interferencia con el 

metabolismo enzimático por competencia con los fármacos por los 

sitios activos. El protocolo óptimo debe indicar la misma dieta asi 

como alimentos al mismo intervalo de tiempo para todos los sujetos, 

para lograr resultados consistentes C103,104), particularmente en 

análisis que involucren la circulación enterohepática C105); 

La falta de alimentos puede:. 	afectar los resultados. Los 

cambios en la dieta de proteinas, carbohidratos (105), ácidos 

grasos o lípidos también afectan el metabolismo de los fármacos, 

ésto se observa principalmente en el caso de la 

desnutriCión 0107,108,109). 

EFECTOS GENÉTICOS. 

La causa principal de diferencias entre sujetos en la 

concentración de fármacos en sangre o plasma es la variabilidad en 

lg biotransformación del fármaco C110,111,11E+115,11.4). En 

cualquier población grande uno encuentra individuos que 

biotransforman un fármaco mucho más lentamente o mucho más 
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rápidamente que la mayoria de las personas (119,116,117,118,119). 

Esto hace evidente que los factores gen4tió,,  ,70ni ribuy" 

sustancialmente a Las diferencia entre 1 gens 	n 1 depuración 

metabólica de los fármaco% ,:tao,i,?a>122,1a3,1¿4,1¿-5,wh,ta7,ta8). 

OTROS EFECTOS. 

Otros factores que afectan la biotransformación de los 

fármacos incluyen la enfermedad (129,130,131,132,133,134,135,136), 

el ritmo circadiano C137,138,139,140,141,142) . y los compuestos 

qulmácos caseros o de origen industrial (149). 

El destino de un fármaco puede estar modificado por factores 

de orden patológico C144,145,146,147,148,149,19() on todas las 

etapas de su cinética (191,192,193,154): absorción, transporte 

plasmático (1854.56), difusión y distribución ft97), degradación 

ctes,199,teo,161,te2,163) y eliminación (1.64,16,1.66,167). Sus 

efectos pueden estar disminuidos o acrecentados aunque su 

disminución es menos frecuente que su incremento C168,169,170,171). 

a 
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12 ADMNISTRACION DEL MEDICAMENTO O FORMA FARMACÉUTICA, 

Clásicamentm la absorción medicamentosa depende directamente 

del pase a traveT de las membranas C172). Sin embargo, este no es 

el único factor que afecta el curso del principio activo en el 

organismo. Debe recordarse la importancia de la forma farmacéutica: 

es necesario que el principio activo esté en una forma que 

favorezca su paso a través de la membrana y esté solubilizado o sea 

solubilizable si se trata de una sustancia sólida. La solubilidad 

es un factor que puede ser modificado por las condidiones de pH en 

el lugar de absorción. La concentración del principio activo, al 

menos para los mecanismos de difusión pasiva, es un cimento 

determinante de la velocidad de absorción C173,174). 

A pesar de la unidad de la estructura de la membrana y del 

conjunto de leyes que rigen el paso a través de ella, la absorción 

depende de las características anatomofisiológicas del lugar de 

administración y, en particular, del aporte sanguíneo que le 

corresponde, aunque también .19 la estructura ,:onformacional del 

fármaco .175,176). 

Este conjunto de datos deberán tenerse en cuenta para definir 

las modalidades de absorción mejor adaptadas al principio activo, 

es decir, para escoger la vía de administración 

C177,178,179,160,18118.2). 

ADMINISTRACION ORAL. 

Los medicamentos introducidos en la boca pueden ser 

administrados por deglución -vía oral propiamente dicha- o por vía 

sublingual. 

Los fármacos administrados por vía oral se absorben 

principalmente en el intestina delgado y también en el estómago 

C103,184,165). 

Las desventajas de esta vía son la destrucción de algunos 

fármacos por los jugos gástricos y su inactivacién a nivel del 

hígado (186). 

1./IA SUDLINGUAL Ciertos fármacos pueden administrarse en forma 
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le tabletas que ,J colocan bajo la lengua haeta que se ',.hece)an 

(desaparición del sabor de tarmaco). Cninn 1 a ahenreión 	eireete  

per 	la mucusa, ein pasar por el tele de e 	ni eer 

reselte rápida y completa (197). 

ADMINISTRACION RECTAL. 

Se denomina vía rectal a la administración de sustancias a 

través del ano en el recto con el fin de actuar localmente o bien 

producir efectos sistemicos luego de la absorción; esta aVeorcion 

se realiza en el recto y el resto del colon. La absorción es más 

rápida que por vía oral, pueden emplearse fármacos que se destruyen 

en el estómago o/y en el Intestino delgado y se evita parcialmente 

el pasaje por el hígado con menor inactivación del fármaco 

(188,180). 

ADMINISTRACIONES INTRAVENOSA E INTRAARTERIAL. 

La inyección intravenosa e intraarterial es la introducción de 

fármacos en solución directamente en la circulación por 

administración en la luz de una ven o arteria. En esta forma se 

elimina la absorción y el fármaco se mezcla primero con una pequeina 

cantidad de plasma formando un boto, se diluye luego en la sangre 

venosa circulante, es llevada al corazón y de allí a los tejidos 

por la sangre arterial, de esta manera se consigue la concentración 

deseada del medicamento en la sangre casi inmediatamenCe por lo que 

la acción es muy rápida, en 15 a 20 segundos (tiempo de 

circulación) C190). 

ADMINISTRACIONES INTRAMUSCULAR Y SUBCUTÁNEA. 

La administración intramuscular y la administración subcutánea 

se emplean con frecuencia cuando se desea una respuesta rápida  y  la 

vía intravenosa se considera peligrosa o bien cuando no se puede 

utilizar una vía enteral debido a la naturaleza de la sustancia 

Cpor ejemplo, destrucción por las enzimas digestivas). Presentan 

muchas características comunes, aunque la absorción es generalmente 

más rápida cuando la. sustancia es inyectada en una masa muscular 
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que cuando lo en en el telide celular subcetaneo. 

La diferencia en la velocidad de absorción se explica por el 

hecho de que antes de llegar a la red capilar, el principio activo 

debe difundir a través del tejido conjuntivo y el tejide celular 

subcutáneo es más rico en tejido conjuntivo que el tejido muscular. 

Otro factor determinante de la velocidad de absorción es la 

irrigación del tejido; aunque la permeabilidad de has capilares 

cutáneos y musculares es comparable (y superior 3 la de los 

capilares intestinales), el tejido muscular está infinitamente más 

vascularizado que el tejido subcutáneo; así pues, en el musreln hay 

una superficie potencial de absorción mucho más amplia. De hecho, 

la velocidad de absorción puede estar considerablemente disminuida 

o acelerada según que los vasos estén dilatados (calor, etc.) o 

contraídos Cadrenalina, frío, etc.). 

ADNINISTRACION POR INHALACION. 

Se denomina inhalación a La administración de fármacos 

vehiculizadas a través del aire inspirado, con el fin de obtener 

efectos locales sobre la mucosa respiratoria o bien generales 

después de la absorción. Su efecto es rápido aunque la eliminación 

también lo es, ya que la via de excreción es la misma que la de 

absorción C191,192). 

MINN DE LAS MODALIDADES DE TOMA. 
A continuación estudiaremos los distintos elementos que 

intervienen a nivel de la elección de las modalidades de 

administración. 

Ciertos medicamentos son de toma única mientras que otros se 

administran en dósis repetidas C103,104). La elección de estos 

métodos no sólo depende del régimen normal de utilización 

terapéutica del medicamento estudiado, sino también de las 

posibilidades experimentales y de las ventajas o inconvenientes 

respectivos de estas modalidades de administración (196,196,107). 

ADMINISTRACION DE DOSIS UNICA. Para la determinación correcta 

de los parámetros farmacocinéticos en las curvas de concentración 



de fármaco en sangre can respecto al tiempo, el muestreo se debe 

continuar hasta 3 ó 5 vidas medias. 

Deben tenerse tres puntos do nivel sanguíneo durante la fase 

absertiva, tres en la región del pico y tres durante la fase de 

distribución (en el modelo de dos compartimientos abiertos) y tres 

durante la fase de eliminación. 

Para la determinación del factor f (fracción del fármaco 

absorbido) el fármaco debe administrarse por vía intravenosa para 

comparación. 

Si la curva de excreción acumulativa se emplea para 

determinar parámetros farmaencinelicos el muestreo debe continuaree 

hasta siete ó diez vidas medias. 

Cualquier curva de concentración de fármaco en sangre con 

respecto al tiempo puede extrapolarse a otro tamaao de dásis u otro 

peso corporal mediante el parámetro .10 	(coeficiente de 

distribución) asumiendo que: e) la (armacocinelica no es 

dependiente de la dósis, b) no hay cambios en la exereeión urinaria 

(cambio de pH, cambios en la depuración de cretinina), c) la 

extrapolación es en base a un paciente de estatura normal y d) la 

extrapolación no es válida para niños, individuos edematnsos, 

obesos o de edad avanzada C198,139). 

ADMINISTRACION DE DOSIS REPETIDA. De manera general se 

reconoce que la concentración do un fármaco en sangre, plasma o 

suero puede mantenerse en un nivel _terapéutico a través de una 

medicación que asegure la eficiencia clínica. 

Si se administra una dosis elevada a intervalos fijos ocurre 

una acumulación cuando el fármaco que es absorbido excede la 

velocidad en que es eliminado (200). Coneciendo la ecumulación de 

un fármaco en ci cuerpo es posible calcular un régimen de dosis, es 

decir, el tamaño de desis y el intervele necesario para meno~tr 

una cencentración mínima terapemtica 

En este tipo do admInistracicin la 7.iguient.n dosis se 

administra antes de que la dosis previa sea totalmente eliminada, y 

se produce una acumulación. La acumulación sera notoria solamente 

si el intervalo interdosis es menor a tres vidas mediee. Después de 
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tres vidas medias la conceraracion tris al Iras de la primera d,s¡s  

es cerca del diez porciento del primer pico de concentración. 

Todos los tamaños le dosis serán iguales, tanto la dosis 

inicial como las sebsiguienlds. 

EL intervalo e dnsi.,. es igual durante el curse de La 

terapia. 

Rajo dosis múltiples, la curva de nivel sanguíneo (o 

plasmático) se incrementa Cacumuiadol a un valor asintotico. La 

razón de la acumulacion do Las curvas de nivel en una asintoa es 

el término erld'T  y siempre es menor de 1. 

En estas consideraciones farmacocineticas se asume que todos 

los parámetros farmacocineticos permanecen constantes durante i. 

curso entero de la terapia. Los factores que podrían afectar la 

concentración del fármaco en sangre que se esperaba son los 

siguientes: a) cambio en la excreción urinaria (cambio de pH 

urinario, cambio en la depuración de creatinina), b) cambio en la 

depuración hepática (daño hepático, saturación de las vías 

metabólicas), c) inducción e inhibición enzimática y d) 

farmacocinética dependiente de la dosis (2°9,204). 

POSDLOGIA: Es fundamental que la posología sea común para los 

distintos medicamentos comparados (205). Si. se trata de 

especialidades .cuyas dósis nominales son distintas, 

aproximarse las posologías, se trate de dosis úniCas o de 

repetidas (206). 

En el caso de un estudio de biodisponibilidad realizado 

mediante una administración de dosis repetida, se implica la 

observación de un intervalo de tiempo idéntico entre las tomas o si 

no el cálculo de un tiempo de estudio, teniendo en cuenta la dosis 

unitaria por toma y el intervalo entre tomas, que permita una toma 

total idéntica (mínimo común múltiplo: dosis y ritmo) (207,208). 

Este imperativo se debe a la intervención, sobre todo a nivel 

dula ellminaf7ión por biotransformación, de mecanismos susceptibles 

de hacer no lineal la. relación entre el fenómeno observado, por 

ejemplo, 	Las 	concentraciones 	sanguíneas 	y 	la 	dosis 
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C209,210,211,212,213,214). 

MODALIDADES DE TOMA: La eran cantidad a,? par antros que 

intervienen set:ir° el tránsito "in vivo" de un principio activo 

implica el seguimiento de un protocolo de administración constante 

y estudiado para evitar la introduccion de factores suplementarios 

de variabilidad. Suponiendo un estudio realizado s.da o una muestra 

cínica de sujetos, deben obsrvarse las sig~ntes precauciones: 

a) CRONOLOGIA: Se deben tener en cuenta tres aspectos: 

horario, intervalo y orden de las administraciones consecutivas. 

M Horario: Si es posible, el estudio debe sor dirigido 

respetando una misma hora de toma. para todos los sujetos y para 

todos los fármacos a fin de tener en cuenta la intervención 

eventual de los fenómenos cronológicos. 

* Intervalo: Si el estudio se realiza después de la 

administración de una dosis única, la sucesión de toma de muestra 

debe ser programada en función de la eliminación del principio 

activo antes de cada nueva administración (215,216); se recomienda 

esperar un intervalo de seis vidas medias antes de una nueva 

administración (217), aunque, esto va a depender de la cinética de 

eliminación del fármaco en análisis (218,2.19). 

M Orden: El ensayo debe ser hecho al azar y el orden aleatorio 

de las tomas debe evitarla posible intervención de los mecanismos 

de inducción enzimática que acelera la eliminación, del principio 

activo por biotransformación. 

b) SUJETOS: Deben permanecer doce horas en ayunas a fin de 

eliminar la intervención del bolo alimenticio en el proceso de 

absorción C220,221), aunque en el caso de las sustancias 

liposolubles puede favorecerse tal absorción (222,223).  
Por otra parte, debe evitarse cualquier consumo de alcohol y 

cualquier toma de medicamentos aunque no parezcan tener importancia 

(analgésicos, laxantes, etc.) (224,225,226,¿27,228,229,230,2232, 

156). Si el estudio tiene lugar con enfermos, es muy importante que 

su medicación permanezca constante durante la duración de los 

ensayos C233,234,235). 



1.3 'POMA DE LA MUESTRA DE FLUIDO HIOLOGICO. 

SANGRE. 

La venipuntura es el método común de obtención de muestras le 

sangre, Este proceso consisi.- en introdgclr,ena 7,ecua Pn una vena y 

lettraer lentamente la sangit, dentrc de un ..antenedor apropiado. 

El fármaco y la composicion bioquímica de la muestra tomadas 

por venipuntura son afectadas por la posición del sujeto (supina, 

erecta o sentado), La distancia de aplicación del torniquete y los 

contenedores que son usados para colectar el especímen. Los cambios 

en la composición de proteínas sanguíneas afectarán en el análisis 

de fármacos si estos se enlazan fuertemente a ellas y si la técnica 

analítica detecta sólo el fármaco no enlazado en plasma. 

El uso de un torniquete durante el tiempo de colección de la 

muestra, puede provocar que la muestra lleve linfa y fluido 

extravascular debido a la exudación del tejido circundante y la 

fibra natural de la vena punzada. Es mejor evitar La aplicación 

continua del torniquete. 

Si se emplea jeringa, debe ser de dimensiones adecuadas para 

la cantidad de sangre que vaya a extraerse. Se emplean generalmente 

jeringas de plástico desechable. La aguja debe elegirse asimismo de 

un calibre y una longitud convenientes. La longitud de la aguja 

depende de La profundidad de la vena. La punta deberá examinarse 

con sumo cuidado, pues si está rota a torcida puede afecarso el 

éxito de la punción y lastimar además la vena. 

En vez de jeringa, se pueden emplear otros insrumentos 

diversos para extraer sangre de las venas. Uno de estos es el B-D 

Vacutainer. Los tubos Vacutainer están provistos de una cantidad 

determinada de anticoagulante (algunos no) y do un vacío Suficiente 

para sacar un volumen predeterminado de sangre; están sellados con 

un tapón de goma. La aguja desechable se enrosca en el sujetador, y 

se colocael tubo Vacutainer en el sujetador de manera que el tapón 

de goma alcance justo la línea de gula. La aguja más corta se mete 

dentro del tapón de goma, pero no lo penetra y, por lo tanto, no 
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rompe el vacío. Una vez que la aguja a.a intr,,duce on la vena del 

brazo, se empuja el tubo hasta el. Vendo del sujetador, !--.19 rompe el 

vacío, y la sangre empieza a entrar en al tnho. Cuando se termina 

la toma de sangre, puede sustituirse el tubo por otro o, si sólo se 

necesita un tubo, se retira todo el conjunto. Este sistema es muy 

recomendable, elimina la necesidad de jeringas y se utilizan agujas 

y tubos desechables, 

Existen catéteres que se implantan en una vena del antebrase, 

generalmente la antecubital para evitar la punción continua C237a. 

Estos catéteres almacenan cierta cantidad de sangre en su interior, 

que es un llamado "espacio mUerto". Para evitar la mezcla de esta 

sangre con una nueva muestra, se recomienda lavar el tubo con 

solución salina Ce38) o permitir que en la nueva toma, la sangre 

drene por un tiempo suficiente para desplazar la sangre acumulada, 

aunque esto resulta en mayor incomodidad para el sujeto 

C236,239,240,241). 

SALIVA. 

La saliva es una mezcla de las secreciones glandulares en la 

cavidad oral. Estas glándulas incluyen las parótidas, subMaxilares, 

sublinguales y varias glándulas mucosas. En los humanos, las 

glándulas parótidas y submaxilares producen, aproximadamente el 90 

ti, del total de saliva y las otras glándulas aproximadamente 10 11 de 

la saliva total. La velocidad de secrecion salival varia con 

diferentes factores, uno de los principales os el ritmo circadiano, 

pH, luz, etc. 

La saliva se colecta por la expectoración de un sujeto humano, 

Sé obtiene después de que el sujeto reune toda la saliva en la 

cavidad oral hasta que se forma una cantidad suficiente para ser 

vaciada. 

La cavidad oral debe estar libre de t 	sustancia antes de 

tornar una muestra, sobre todo comida, bebida y cigarro para evitar 

que éstos interfieran en el análisis ya que estas sustancias, y 

también los fármacos pueden enlazarse reversiblemente a la mucosa 

oral. Es posible realizar un lavado o gárgaras en la cavidad oral 
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por un periodo de tiempo C1S-30 seg) seguido de la expectoración, 

que dejará libre la boca de muchas partículas extrañas. Esto debe 

realizarse unos 19 minutos antes de la colección de saliva para 

previnir algún efecto estimulatorio. 

La estimulación durante la colección de saliva asegura 

volúmenes adecuados pero puede cambiar los constituyentes endógenos 

C245). Se obtiene por medio mecánico, quimico, justatorio o 

farmacológico. La estimulación mecánica se lleva a rabo masticando 

una liga, parafilm o cera . La estimulación química se efectUa por-

la aplicación de ácido acético diluido sobre la lengua, azucar o 

gotas de limón. La estimulación gustatoria se acampana por la 

apreciación de aromas de frutas cítricas frescas. La estimulación 

farmacológica puede obtenerse con pilocarpina. 

Cualquier técnica de estimulación interferirá con el análisis 

o enlazará fármacos. 	, 

En humanos, la secreción salival de todas las glándulas 

normalmente es de 0.05 ml/min. por glándula , aunque con la 

estimulación se incremente hasta 0.5 ml/min. por glándula. El 

incremento en la secreción se acompaña por un incremento en el pH 

debido a la relación entre el flujo y el ión bicarbonato. Si la 

excreción salival de los fármacos es un proceso puramente pasivo, 

tales variaciones en el pH salival podrían afectar la cantidad de 

un fármaco ionizado para la resorción pasiva (236,2541,540,541). 

Para la colección de saliva en niños, se' ha ideado una torunda 

que se introduce a la boca del niño, se permite al rItií -secretar 

saliva por un tiempo, se retira la torunda y la salí,.; se extra 

la torunda por media de una jeringa C243). 

BILIS. 

Diariamente penetran en el duodeno de 900 a 1000 ml de bilis. 

El flujo biliar se aumenta por la presencia de dos sustancias que 

se han denominado coleréticas y colagogas. Los coleréticos son 

sustancias, como las sales y la secretina, que aumentan la 

secreción de la bilis por las células hepáticas. Los colagogos. Por 

otro lado, aumentan el flujo biliar mediante la contracción de la 
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vesicula biliar y la relajacion del esfínter eitico. En esta 

categoria de sustancias se incluyen el sulfato de magnesio y la 

hormona colecistocinina. La colecistocinina e- socrotada por el 

duodeno en respuesta a la entrada de ácido, gra-.as, proteínas 

parcialmente digeridas y quizá también como respoosta a mecanismos 

nerviosos reflejos. 

Dado que el flujo de la bilis en .al Hoodene ,, intermitente en 

ayunas, se precia induci el liujo foliar modinio 

adecuado cuando sc requiera el examen de la hí 1i s. Aunque la 

secretina es un agente colerdtico potente, el aumento de la bilis 

producida por el hígado se almacena en la vesícula, si el conducto 

cístico está permeable. En presencia de una funcien vesicular 

normal, la secretina da lugar a una disminucion o incluso 

desaparición del flujo biliar al duodeno. Por otro lado, la 

pancreomicina suele originar un abundante flujo de bilis corno 

consecuencia de su contenido de colecistocinina. El sulfato de 

magnesio, aceite de oliva y colecistocinina purificada son útiles 

para estimular el flujo biliar. El sulfato de magnesio actúa como 

colagogo activo cuando se aplica tópicamente sobre la mucosa 

duodenal, pero no cuando se administra oralmente. El aceite de 

oliva probablemente es un colágogo más potente, pero tiene la 

desventaja de que interfiere los estudios de la bilis. Clínicamente 

se han utilizado preparados comerciales de colecistocinina, pero 

sin ventajas significativas sobre las otras sustancias que son más 

fácilmente disponibles. 

TECNICA CLYON, 1919): 

1. Se practica la intubación duodenal, y se comprueba la 

situación del tubo radioscópicamente. 

a. Una vez aspirado el contenido residual del duodeno, se 

introduce lentamente a través de la sonda duodenal de 90 a 100 ml 

de una solución estéril de sulfato de magnesio saturada al ?5,4:, 

9. Después de un minuto aproximadamente, se aspira el sulfato 

de magnesio y el contenido duodenal. Se recoge el liquido aspir;‘do 

y se desecha hasta que aparece bilis amarilla en cierta canli~: 

esto requiere generalmente que transcurran de uncos. 	LO minutos. 
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4. .eguidamente se recogen, on recipi~..es separados, tres 

fracciones de bilis. La primera de ellas en aparecer, 13 bilis 

"A", es algo amarilla y acuosa. Despues de 1 a 3 minutos, 

aparecerá bruscamente una bilis viscosa amarillo marrón, la bilis 

"B". Posteriormente la bilis vuelve a ser amarillo pálida y 

acuosa, lo cual anuncia la aparicion de la hilis "C". 

S. Si no aparece la bilis "P" después de 15 ó ¿.0 minutos. 

debe practicarse una o dos veces la estimulación con sulfato de 

magnesio y la recogida total. 

Generalmente, la bilis "A" totaliza una cantidad que varía 

entre 5 y 20 ml y que se origina en el colecloco. La bilis "8" es 

el resultado de la concentración de dicho liquido, y probablemente 

proviene únicamente de la vesícula en circunstancias normales, y 

puede recuperarse de 30 a 75 mi. Se supone que la fuente de la 

bilis "C" son los conductos hepáticos y las raicillas 

i ntrahepáti cas. 

INTUDACION DUODENAL. 

Raskin y cols. (1958) han descrito un método rápido de 

intubación. Consiste en que después de un ayuno nocturno se 

administra por vía parenteral una dosis sedante de pentobarbital. 

Sé hace pasar por la boca un tubo Diamond de doble luz hasta una 

distancia de 46 cm llevando el extremo aproximadamente hasta el 

cardiax. Entonces se coloca al sujeto sobre una camilla en posición 

de decúbito lateral, elevando ta cabecera unos 38 cm, Se hace 

tragar el tubo lentamente otros L5 cm, lo que da lugar a que se 

sitúe a lo largo de la curvatura mayor. Se sienta, el sujeto sobre 

el borde de la camilla con su cuerpo doblada hacia adelante, tanto 

como sea posible. Realizará el sujeto varias  inspiraciones 

profundas que ayudarán a la penetración del tubo en el antro. Los 

movimientos peristálticos introduciran el tubo en el duodeno, si el 

sujeto permanece acostado en p"sictOn de decúbito lateral derecho 

con sus pies elvados durante 9 min. Por último, el sujeto yace 

sobre su espalda otros 5 min, mientras se avanza el tubo lentamente 

otros 10 o 15 cm. Sé ajusta el tubo mediante visualización 

radioscópica, de tal manera que su extremo este colocado en la 
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mitad de la tercera porción del duodeno. 	peerle maraener una 

situación adecuada del tubo, fi )ando con esparadrapo el tubo sobre 

la frente del paciente. La secreción se reage mediante aspiración 

continua con una bomba de vario u otros aparatos adecuadas, coa al 

fin 	de 	obtener 	una 	presión 	de 	25 	mm 	Hg 

(238,230,240,241,244,248,248). 

ORINA. 

La muestra de orina d.abe recogerse en un recipiente liMpia y 

seco. Si no se puede evitar que la orina repose durante mas de i o 

2 horas después de ser evacuada, como sucede en la recogida de las 

muestras de orina de 24 horas, deberá ailadire un medie conservadw 

n sor refrigerada. 

Para una muestra sfr r..1 	se instruye al sujete p - a , ple 

vacile su vejiga a las 8 de la mañana (Se supone que sera artes del 

desayuno), y se desecha esta orina. Se recogerá toda la orina 

subsiguiente, incluida la evacuada a las 8 de la mañana siguiente. 

Se mezcla bien antes de mandar una muestra para su análisis. 

Si es probable que la muestra se contamine por exudado vaginal 

o hemorragia, deberá tomarse una muestra evacuada con limpieza. 

Para la mayoría de los análisis de orina se prefiere una 

muestra bastante concentrada a una diluida. La concentración de los 

solutos varía a la largo de las horas de vigilia del sujeto, 

dependiendo de su ingesta de agua, Generalmente, la primera muestra `  

de orina de la malsana, obtenida al levantarse, es la MáS 

concentrada, ya que el sujeto no ha bebido agua durante Las horas 

de sue5o. 

En el caso del varón, el glande deberá ey:ponerse 

adecuadamente, limpiarse ..:-.1.tÁdzId,<-..mgn con una salución 

antiséptica suave y secarse. La orina en la mitad del chorro se 

recogerá en un recipiente limpia después de que se haya dejado 

escapar la parte inicial. 

Instrúyase a la mujer para arrodillarse o ponerse de cuclillas 

sobre un orinal, o bien de pie a horcajadas sobre uná cuna. 

	

Utilizando 	unos 	guantes 	es driles 	una 	persona 	auxiliar 



Cpreferentemente una enfermera) separará ampliamente los labios 

menores para exponer el orificio eretral, manteniendo loe labios 

separados a lo largo de toda la maniobra. Con trocitos de algodón 

estéril y jabonoso se limpian los dos lados del meato urinario y 

despies se limpia éste. Enjuagar la zona limpiando con algodón 

estéril empapado en agua. Instruir a La paciente que orine con 

fuerza y permitir que la parte inicial del chorro de erina caiga en 

eL orinal o en la taza del servicio, permaneciendo .:;gparadl,s los 

labios. Tomar una muestra do la mitad del chorro en un recipiente 

limpio y no tocar ninguna parte del perineo con el recipiente 

(236,239,240,240, 

HECES. 

Un orinal bien limpio es un recipiente conveniente para 

recoger la muestra. En caso de carecer de él, puede servir un tarro 

de vidrio de tamaio adecuado y limpio. Ha de advertirse a los 

pacientes que no deben orinar en el mismo recipiente. Para 

trasladar las muestras de heces desde el recipiente de muestreo a 

la vasija de transporte se puede utilizar un depresor de lengua. 

Dada la gran variación en los hábitos intestinales, el tiempo 

de tránsito intestinal y el volumen de las heces, debe ponerse 

especial atención a los métodos de medición del tiempo de muestreo 

en estos especímenes. El aparato gastrointestinal no puede vaciarse 

enteramente a voluntad, y por tanto, la cantidad de heces recogida 

en un periodo de 24 horas se correlaciona escasamente con la 

cantidad de comida ingerida en ese mismo periodo de tiempo (247). 

Con el fin de determinar la excreción fecal de una sustancia 

cualquiera en 24 horas, se deben recoger las heces durante un 

periodo de tiempo, al menos de tres días y los - cálculos so harán en 

base a la muestra completa (236,239,240,24i). 



1.4 CONSERVACION, MANTENIMIENTO Y TRANSPORTACION DE LA 

NUESTRA DE FLUIDO E310LOGICO. 

SANGRE. 

Las muestras de sangre pueden analizarse directamente, , bien, 

puede permitirse la formacion del coagulo y analizarse el 

sobrenadante liquido Csuero) e, en su caso, añadir un 

anticoagulante a la sangre total para prevenir la coagulación y, 

después de centrifugación, analizar el sobrenadante liquido 

(plasma). Esto va a depender de la estabilidad del fármaco en cada 

tipo de especimen (24e). 

La adición de anticoagulantes retarda la formación del coágulo 

pero debo asegurarse de que estos no interfieran o reaccionen con 

el medicamento como en el caso de la heparina que puede llegar a 

favorecer el enlace a proteínas de algunos fármacos C249,a50,201). 

Los anticoagulantes no inhiben permanentemente la coagulación de la 

sangre. 

El tiempo de coagulación en la preparación de suero debe ser 

precisado y controlado de manera consistente. Todas las muestras 

deben ser expuestos a la misma temperatura durante el mismo tiempo 

para conseguir una retracción del coágulo reproducible. 

Las muestras colectadas deben ser centrifugadas de inmediato, 

bajo un periodo de tiempo constante, para prevenir una eventual 

coagulación. 

La centrifugación de sangre tratada con anticoagulantes debe 

ser regulada cuidadosamente tanto en velocidad como en temperatura 

para no alterar los constituyentes endógenos de la sangre, como es 

el caso de los triglicéridos y el colesterol C25E,293,284). Las 

velocidades bajas (menos' de 1000 rpms) requieren mayor tiempo CMas 

de 30 min.) para la separación adecuada del plasma y las células. 

Las velocidades altas (2000-3000 rpm) producen separaciones rápidas 

(10-18 min) pero generan calor por fricción, lo cual será una 

desventaja para fármacos y metabolltos termeláhiles. Las 

centrífugas refrigeradas son una opción pero deben ser operadas a 

unos 10 grados centígrados para prevenir la posible precipitalción 
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14 CONSERVACION, MANTENIMIENTO Y TRANSPORTACION DE LA 

MUESTRA DE FLUIDO BIOLOGICO. 

SANGRE. 
Las muestras de sangre pueden analizarse directamente, , bien, 

puede permitirse la formacion del .:eagulo y anali7..arse el 

sobrenadante líquido (suero) e, en su raso, añadir un 

anticoagulante a la aangre total para prevenir la coagulación y, 

después de centrifugación, analizar el sobrenadante liquido 

Cplasma). Esto va a depender de la estabilidad del fármaco en cada 

tipo de especimen C248). 

La adición de anticoagulantes retarda la formación del coágulo 

pero debe asegurarse de que estos no interfieran o reaccionen con 

el medicamento como en el caso de la hepari na que puede llegar a 

favorecer el enlace a proteínas de algunos fármacos C249,250.251), 

Los anticoagulantes no inhiben permanentemente la coagulación de la 

sangre. 

El tiempo de coagulación en la preparación de suero debe ser 

precisado y controlado de manera consistente. Todas las muestras 

deben ser expuestos a la misma temperatura durante el mismo tiempo 

para conseguir una retracción del coágulo reproducible. 

Las muestras colectadas deben ser centrifugadas de inmediato, 

bajo un periodo de tiempo constante, para prevenir una eventual 

coagulación. 

La centrifugación de sangre tratada con anticoagulantes debe 

ser regulada cuidadosamente tanto en velocidad como en temperatura 

para no alterar los constituyentes endógenos de la sangre, como es 

el caso de los triglicéridos y el colesterol C252,253,254). Las 

velocidades bajas (menos de 1000 rpms) requieren mayor tiempo (Más 

de 30 min.) para la separación adecuada del plasma y-las células. 

Las velocidades altas C2000-3000 rpm) producen separacionesrápidas 

C10-15 min) pero generan calor por fricción, lo cual será una 

desventaja para fármacos y metabelitos termolábiles. Las  

centrífugas refrigeradas son una opción pero deben ser operadas a. 

unos 10 grados centígrados para prevenir l•a posible precipitación 
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de globulina. 

Frecuentemente, es necesario almacenar las muestras de sangre 

colectadas y tratadas, antes del análisis. 

La sangre que se almacena tapada a temperatura ambiente, no 

sólo tiende a coagular sino que continúa su actividad enzimatica 

(2.95,293). Por ejemplo; la actividad de la acetilcolinesterasa en 

sangre almacenada, hidroliza esteres contenidos en fármacos como la 

cocaína y la diacetilmorfina (heroína:). Tal ataque enzimático puede 

inhibirse con NAF acetilcolinesterasa, o ser retardada con baja 

temperatura, (por ejemplo, a 10 grados centígrados). El uso de 

temperaturas bajas tiene desventajas. El enfriar o congelar las 

muestras de sangre puede producir hemólisis, destrucción celular y 

desnaturalización de proteínas, cuando son descongeladas, lo que 

resulta en muestras de plasma ó suero que son diferentes a la 

sangre sin congelar. La coagulación se produce a menos que se 

prevenga con un anticoagulante y debe controlarse cuidadosamente la 

temperatura para asegurar una coagulación reproducible. Los 

fármacos que se distribuyen extensamente en los erirocitos suelen 

dar valores elevados en suero o plasma durante el ensayo cuando 

estas muestras se calientan C257,258,299,260). 

La sangra congelada puede usarse cuando se desea analizar la 

concentración del fármaco total y/o metabolitos. Esto no se lleva a 

cabo satisfactoriamente si la integridad celular so destruye. 'La 

desventaja es la .dificultad de pipetear la muestra y la 

interferencia de los componentes celulares durante los ensayos. 

La congelación de suero o plasma es más práctica que la sangre 

total. Sin embargo, puede ocurrir desnaturalización de proteínas en 

plasma o suero al descongelar la muestra debido a la reorientación 

de su estructura helicoidal y por ello producirse la precipitación 

de proteínas (261). Las proteínas desnaturalizadas del suero o 

plasma afectan el enlace del fármaco. Los ensayos de fármacos 

libres o enlazados son diferentes entre las muestras de suero o 

plasma congelado (atm): Las fracciones proteicas de suero o plasma,  

que precipitan después de congelar y descongelar son 

predominantemente globulinas y su precipitación puede variar la 
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concentración de material enlazado a. estas globulinas cuando se 

analiza la solución sobrenadante. 

La evaporación de muestras de sangre puede afectar el análisis 

de los fármacos y/o metabolitos volátiles, particularmente en 

muestras congeladas sin Capar y que son descongeladas rápidamente. 

La mayor pérdida de peso se da debido a la evaporación de muestras 

de suero almacenadas a temperatura ambiente en recipientes 

descubiertos. 

Se 	ha 	reportado 	que 	la 	heparina 	inhibe 	la 

esterglicerolhidrolasa a altas concentraciones y la activa a bajas 

concentraciones, así que este anticoagulante no debe ser usado 

indiscriminadamente. Puede usarse la homocisteína para estabilizar 

sustancias que se oxidan rápidamente C263) o EDTA para dar 

estabilidad a los fármacos fotosensibles C264). 

Uno de los estudios sobre la estabilidad durante el almacenaje 

de ácidos grasos no estériles CNEFA) en sangre o plasma demuestran 

claramente que Cl) la sangre puedo almacenarse por 2 horas a 

temperatura ambiente y por 48 horas a 4 grados centígrados sin 

cambios significativos dia,NEFA, y que (2) el plasma puede ser 

almacenado por 6 horas a temperatura ambiente y 48 horas a 4 grados 

centígrados, se centrifugan y se separan inmediatamente de la 

sangre total sin cambios significativos de HEFA. Estos 

descubrimientos pueden aplicarse a fármacos tipo ácido y también a 

otros fármacos neutros y básicos que no son suceptibles al ataque 

enzimático sanguíneo. 

Los recipientes de vidrio contienen muchos grupos hidroxilo 

libres sobre su superficie que pueden formar puentes de hidrógeno 

con 'muchos fármacos y sus metabolitos. La silanización de estos 

grupos hidroxilo con reactives químicos como el trimetilclorosilano 

y el hexadimetilclorosilano forman éteres silano no extraíbles de 

manera que no enlazan fármacos ni sus metabolitos. Las soluciones 

comerciales para silanización de material de vidrio no forman tales 

enlaces covalentes, por esto no son recomendables, ya que pueden 

interferir en los subsecuentes procedimientos de análisis. 

Un fármaco altamente liposoluble puede tener una mayor 
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atracción por los grupos alquilo enlazados a los éteres silano que 

por la sangre, plasma o suero y por eso se prefiere la silanización 

con dimetilclorosilano. 

Las paredes de los contenedores plásticos frecuentemente 

muestran enlaces de Van Der Waals con fármacos y metabolitos, y 

contienen antioxidantes y plastificantes que pueden interferir con 

la técnica analítica elegida C265,266). Ese caso también ocurre con 

Los tubos de los catéteres empleados en las tomas do las muestras 

de sangre (267). 

SALIVA. 

La longitud de tiempo previo al análisis de muestras de 

saliva, así como las propiedades de estabilidad del fármaco 

analizado hacia los constituyentes de la saliva, determinarán el 

almacenaje necesario. 

Ya que los fármacos pueden enlazarse a la superficie de los 

contenedores, debe efectuarse silanización sobre los recipientes de 

vidrio. • 

Los constituyentes endógenos de la saliva, así como las 

enzimas, destruyen o alteran ciertos fármacos o metabolitos. El 

ataque enzimático se inhibe refrigerando ó congelando 

inmediatamente después de la toma de muestra. Las muestras de 

saliva tienen que ser colectadas en aceites de parafina para 

prevenir el escape de dióxido de carbono y por ello cambios en el 

pH. Una muestra de saliva recien adquirida y fresca puede 

mantenerse dentro de una jeringa, y sacando el aire, la jeringa 

puede almacenarse, tapada, en refrigeración hasta el análisis. 

La saliva,  al igual que la sangre, puede almacenarse 

liofilizada. Esta técnica se usa sobre muestras de saliva intactas 

o con previa remoción de las proteínas. 

La descongelación de las muestras de saliva congelada y la 

reconstitución de muestras liofilizadas producen material insoluble 

como calcio. Es posible que el precipitado puedan ser proteínas y 

los fármacos y/o sus metabolitos se pierdan de la muestra por 

enlace a proteínas. 



La cavidad oral contiene bacterias que pueden alterar 1," 

farnucos en saliva y cambiar el pH 	 ol almai"amiento a 

temperatura ambiente (2:46). 

BILIS. 

La descongelación de la 	rilmacenada a tempera(uras de 

baño de hielo o a -20 ararles .reiterados produGrrári ,epiosás 

cantidades de precipitado, el cual no se redisuelve con agitación. 

Esce sólido es principalmente precipitado de colesterol, formado 

por debajo de la temperatura mic.Jlai 	 j e ",‹.1)" dE,  

entrampar fármacos y/o sus metabolitos. Este problema se resuelve 

subdividiendo porciones de las muestras de bilis en la cantidad que 

so necesita para el análisis total. Esta porción, ya descongelada, 

se diluye con agua y se mezcla para suspender o resolubillzar el 

precipitado. 

La liofilizacián do la bilis se emplea ventajosamente con 

fármacos o metabolitos quo son lábiles al pH o que son atacados 

fácilmente por las enzimas, 

La superficie de los contenedores pueden enlazar la bilis 

cuando contiene metabolitos polares y glucurónidos por lo que se 

hace necesaria la silanización de todos los recipientes de vidrio 

usados para el almacenamiento (236). 

ORINA. 

El incremento en el pH urinario debido al crecimiento 

bacteriano por la formación de amonio, se previene almacenando a 

temperaturas reducidas. La mayor desventaja de una rápida 

congelación de la orina es la precipitacieín de sustancias 

insolubles al descongelar, que generalmente son mezclas de sales 

inorgánicas y ácido úrico. La dilución con un volumen igual de agua 

antes de congelar previene tal precipitación. 

Los conservadores retardan el crecimiento bacteriano en la 

orina. Resulta efectivo adicionar acido bórico sólido. Una 

combinación de cloruro de sodio-polivinilpirrolidona mantiene la 

estabilidad de la suspensión de células bacterianas y ejerce una 



acción bacteriostafica. Estos preservativos pueden afectar el 

análisis. El acido sulfamico (un agente bacteriostatico) no 

interfiere con los ensayos de orina. 

La orina se liofiliza fácilmente con los materiales volátiles 

convertidos en sales, pero deberá demostrarse la estabilidad del 

fármaco yro sus metabolitos en su forma liofilizada C236). 

HECES. 

Se han reportado temperaturas de -20 a -70 grados centígrados 

como efectivas para el almacenaje de muestras fecales. 

El peso de los especímenes fecales congelados tendrán 

variaciones en la cantidad de agua dependiendo de la cantidad de 

líquidos incluidos en la dieta. 

Estas muestras se deodorizan y deshidratan por liofilización 

si los fármacos y/o metabolitos son altamente volátiles. También 

pueden formarse sales para prevenir la volatilización. Las muestras 

fecales liofilizadas son fácilmente pulverizadas, pesadas y 

almacenadas. 

Los homogenatos de muestras fecales húmedos son obtenidos 

directamente por medio de un agitador comercial, con la adición de 

volúmenes medidos de agua. 

Las muestras fecales se secan y/o esterilizan en una autoclave 

para evitar la producción de mal olor por las bacterias durante el 

almacenaje. Las heces calentadas en un horno a 123 grados 

centígrados por 24 horas, se pulverizan fácilmente en un mortero. 

Estos métodos deben ser usados con precaución ya que el calor 

piroliza los fármacos y sus metabolitos c238). 
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Las normas del CAP (Col lego of American Pathologists) Indican 

que "el laboratorio debe disponer de un libro de instrucciones 

completo y detallado que cubra, la disposición de las pruebas, 

precauciones que hay que tomar en procedimientos especiales, 

métodos correctos para la conservación de las muestras. Su correcta 

identificación, su conservación y almacenamiento estarán 

claramente expuestos por escrito para que puedan consultarse por 

los encargados de recibir las muestras. Todos los procedimientos 

deben ser de tal naturaleza que aseguren muestras satisfactorias 

(239). 

SOLICITUDES. 

Los procedimientos correctos de solicitud de muestras aseguran 

una identificación adecuada del sujeto sano voluntario y do la 

muestra. 

Tanto la Joint Comision on Accreditation of Hospitals CUCAN) 

como los CAP Standards for Accreditation of Medical Laboratories 

reconocen el papel clave de las solicitudes. Las notas 

explicatorias de CAP Standard III exponen (269): 

m"Todas las solicitudes de muestras se realizan por escrito. 

Se utilizará un sello para establecer la fecha y hora en que se 

recibió la petición en el laboratorio...; estas peticiones e 

informes identificarán al sujeto sano voluntario con certeza. Los 

datos de identificación incluyen por lo menos, el nombre completo 

del sujeto sano voluntario, edad y sexo". 

La JCAH también solicita el siguiente registro en el 

laboratorio: 

x"Se mantendrá un registro de muestras cada una de las cuales 

ha de ser numerado o identificado apropiadamente. Este registro 

debe contener por lo menos la información siguiente: 

Identificación del sujeto sano voluntario 

Nombre del médico que está siguiendo el estudio 

Fecha y hora en que fue recogida la muestra 

Fecha y hora de recepción de la muestra 

Fecha, hora y nombre del que examina la muestra 
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causas de alguna muestra no 1.,atisfacCoria". 

De manera ordinaria, las muestra. de los fluidos biologic.ns 

son obtenidas en clinicas que estan situadas fuera del área donde 

estas muestras serán analizadas. Un gran inconveniente de esta 

situación es que las personas que están encargadas de la 

administración del fármaco y la toma de las muestras, generalmente 

ignoran los detalles que deben cuidarse para obtener muestras 

satisfactorias para el análisis (270). 

Por esta razón es que se elaboran preedimientos especifico: 

donde se manifiesta la manera en que se recogen las mue,,- t ra, sm 

manojo, su almacenamiento, el fl.mpo la s'Ida 	 1armaco en 

el fluido a temperatura ambiente, si debe ser congelado, 

refrigerado, centrifugado, si se requiere usar conservador, qué 

Cipo de conservador, el intervalo de Coma, pan qué condiciones se 

rechaza una muestra, forma de identificación de las muestras, e 

incluso la cantidad a ser recogida (271,2723. 

Estos procedimientos deben ser conocidos también por el 

personal del laboratorio analítico conservando una copia para 

cualquier aclaración, 

Para asegurar que estos procedimientos sean llevados a cabo 

adecuadamente, es recomendable tener un monitor químico (persona 

del laboratorio analítico que certifique los procedimientos en la 

clínica) el cual debe también tener su propia copia de los 

procedimientos a seguir (273). 

Para obtener todas las muestras que son requeridas para un 

análisis y también para asegurar 512 calidad, se hará con tiempo 

suficiente una solicitud de muestras de les sujetos participantes 

en el estudio, La clínica puede pedir información adicional al 

laboratorio analítco si algUn punto en los proredimientos no queda. 

totalmente claro. De esta solicitud también depende que la 

selección del sujeto sano voluntario sea adecuada, ya que en ella 

se incluyen las características que debe reunir tal sujeto ca747. 

El traslado de las muestras desde la clínica al sitio de 

análisis se realizará. de manera correcta y muy cuidadosa para 



evitar rupturas, pérdidas u confusiones• Este proceso no sigue 

mediante un procedimiento que estará Por escrito. De manera general 

se recomienda hacer pl traslado do las moe5.tras a través 	caps c. 

gradillas de unicel que proporcionan un amortiguamiento adecuado 

para las muestras. También so tendrá en cuenta que tan largo será 

el recorrido para saber ni las muestras son trasladadas a balas 

temperaturas, congeladas, liofilizadas c275.276), protegidas de 

luz (277), etc. 

Una vez que las muestra-• llegan al laboratorio analítico, la 

persona que va a recibirlas se ocupará de hacerlo de una en una, 

verificando que la identificacióniles correcta, que las condiciones 

de conservación se han respetado, que el estado de las muestras es 

el adecuado, que el número y la  cantidad de muestran sea el 

solicitado. Estos procedimientos también  deben estar por escrito 

(278). 

Para corroborar que el desembarco de las muestras es el 

indicado, puede tenerse un monitor clínico (persona de la clínica 

que vigile la recepción de las muestras en el laboratorio 

analítico) que verifique que son maneJadas adecuadamente y quién 

también tendrá una copia del procedimiento escrito. 

Una vez que se han verificado las  muestras, y después de 

comprobar que las muestras están como se esperaban, se firma de 

recibido (279,280). 

Por otro lado, el laboratorio analítico llevará un registro de 

las muestras ingresadas donde se especifique el néméro de , muestras 

que se reciben, de qué manera están identificadas y en qué 

condiciones se reciben. 

Una vez hecho esto,. el laboratorio analítico continuará con 

las condiciones de conservación para las muestras (281) o r9alizá‹ 

las técnicas de preparación de las muestras en caso de ser 

necesario, 

CONTROL DE CALIDAD (289). 

El control de calidad en un eioanálisis es necesario para 

verificar si 1ns datos que se obtienen son correctos o si las 



desviaciones encontradas se deben a erieres en el análisis. También 

sirve para verificar si los analistas no están introde,Apnen 

vireahlee que puedan ilevár a r vilt,doe ereeie,  (:29e,2831  

cowum nE cALIDAD IfteEeNe. 

El control do calidad interne ha sido definido en termines 

amplios como una lela de la iwprecisión d un ensayo con el objeto 

de minimizar las variaciones intralaboratorio. 

En el desarrollo inicial de un método, se obtiene una burda 

guía de la imprecisión que puede ser esperada, aunque generalmente 

el número de muestras analizadas y las veces en que se ensayan 

resultan ser una guia muy pobre. Una opción es analizar un grupo de 

muestras (mínimo a seis concentraciones diferentes) en seis 

ocasiones diferentes. Idealmente, las desviaciones estándar 

obtenidas serán relativas a cada concentración y reproducidas cada 

vez que el experimento se repita. En la realidad, los valores 

encontrados para un análisis en particular sólo pueden usarse para 

indicar que el método tienen una precisión aceptable. El control de 

calidad es para asegurar que la precisión se está logrando. 

El primer paso para asegurar que la calidad 	un método 

analítico resulta adecuada ea establecer quo cualquier estándar -ya 

sea para calibración o control de calidad- está hecho 

correctamente. Para este se preparan soluciones stock del fármaco 

dentro del rango teórico de concentraciones a medir y se valida 

contra errores de pesada o de dilución. Para propósitos de control 

de calidad, estas soluciones stock validadas se adicionan a un pool 

de fluido biológico libre del fármaco, se dividen en volúmenes como 

los empleados normalmente en los análisis y se congelan para su uso 

posterior junto con las muestras problema. Los valores obtenidos de 

las soluciones stock se usan para decidir si el análisis de un Lote 

de muestras en particular es aceptado e rechazado. Los crilerios de 

aceptación se establecen sobre un intervalo de porcentajes de 

contenido del fármaco, que resulta más real que emplar Las 

desviaciones estándar de los en-;ayos Los valeos , ticontrad..; p,ana 

cada lote' se inspeccionan para su aceptar:1.On ci rochazo. 	analiza 
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una muestra de control de calidad a rada corv,antractdn por tanda de 

muestras problema. Los resultados de cualquier tanda de análisis se 

rechaza si tres o más resultados de control de calidad están fuera 

del 10% de los límites, o dos o más resultados del control de 

calidad están fuera del limite on un 20% . 

Los resultados no serán rechazados pero si observarán medidas 

correctivas si dos valores sucesivos de la misma muestra de .7ontrol 

de calidad están fuera del limite en un 2011 o siete valores 

sucesivos del especimen de control de calidad están por debajo, por 

encima o sobre el valor medio C272,284,285,286). 

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO. 

En este proyecto participa cualquier laboratorio involucrado 

en el análisis de fármacos como un servicio de rutina o como parte 

de un proyecto de desarrollo. Se deberá unir un esquema de 

seguimiento externo junto con un esquema de control de calidad 

interno. Este programa puede ahorrar trabajo posterior resolviendo 

las discrepancias entre laboratorios que actúan separadamente 

C287). 

A diferencia de los esquemaS de control de calidad interno, 

los esquemas externos no pueden ser usados para decidir sobre la 

aceptación o rechazo de resultados ya que pasa un periodo de tiempo 

antes de que los resultados se conozcan. Los laboratorios 

participantes deberán ser entrenados de como seguir su propio 

esquema de control de calidad interno. Los reportes de los 

laboratorios participantes deberán incluir el número de resultados 

usados en los cálculos, la media, la. desviación estándar, el valor 

verdadero en la preparación original y los resultados de los 

participantes (272,288). 
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3.1 DISEF10 DE NETODOS ANALITICOS PARA LA CUANTIFICACION 

DE FARMACOS EN FLUIDOS 1310LOGICOS. 

REVISTO« DIDLIOGRAFICA. 

La etapa de diseRo comprervie una revisión bibliograficl 

exahustiva con la finalidad de conocer las propiedades físicas, 

químicas, estabilidad e interacciones del analifo, asa como 

referencias para la cuantificación riel mismo por un metodo 

analítico adecuado C291,29a., . 

Dentro do esta misma etapa se pueden considerar, al menos dos 

alternativas para cumplir dicho objetivo. La primera es la 

adaptación, de manera parcial, de las condiciones analíticas 

reportadas en la literatura; la segunda, es la adaptación y 

reproducción de manera fidedigna de las condiciones analíticas 

empleadas o reportadas previamente por otros grupos de 

investigación u organismos regulatorios. 

Se puede adaptar un método de manera total cuando en la 

literatura CJournal Chromatographic Science, Fharmaceutical 

Research, Diochomatography, Tournal of Liquid Chomatographic, 

Journal of High Resolution Chromatography, etc.), se han encontrado 

las condiciones adecuadas para el análisis del analito o la 

resolución a un problema parecido al que se tenga en el 

laboratorio: también es posible que se sigan los métodos contenidos 

en los compendios oficiales CUSP, OP, etc.). 

El problema con los métodos oficiales y con muchos otros de la 

literatura, es que generalmente están diseñados para fármacos en 

matrices mucho menos complejas que das biológicas. En los métodos 

de análisis bioquímico se involucran dos etapast Ca) purificación y 

Cb) cmantiftcación (ocasionalmente la cuantificación directa es 

posible) CO93,O94,295,296). Por tal razón, esta literatura sólo 

logra guiarnos en la resolución de algún problema en particular y 

su adaptación será parcial y tendrá que completarse con métodos 

elegidos segun la naturaleza del compuesto y del material 

biológico. Para esto, es necesario conocer las diferentes técnicas 



que 5e encuentran en la bibliografia y cnn las que se puede lograr 

la ed.racción, purificación, o separación del analito de le matriz 

biológica para su cuantificación por C.LAR. 

17.uande se emplea la técnica de (.LAP para cuantificaión del 

fármaco se debe comenzar por definir el tipo de cromatografla Cy 

por consiguiente el tipo de columna) que se va a utilizar (297) y 

puede ser; fase normal C298. 299, 300, 301), fase reversa (302, 

303, 304, 305, 306), intercambio jónico (307, 308, 309, 310, 311, 

312, 313), par ión C314, 315, 318, 317, 318, 310), resolución 

enantiomárica C320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 320, 329, 

330, 331,'332, 333, 334,), etc. (335, 336). Esto depende na sólo de 

las características fisicoquimicas del analito sino también de la 

naturaleza de la matriz biológica (337, 338, 339). Será necesario, 

asimismo, seleccionar el tipo de detección dependiendo de las 

propiedades del analito y la sensitividad y selectividad que se 

requiera. En este contexto están el indice de refracción C340, 341, 

342), fluorescencia , detección electroquímica C343, 344, 345, 340, 

347, 348, 349) e incluso, la espectrometrla de masas C390). La 

desventaja de estos tipos de detección es que no todos los 

compuestos exhiben las propiedades características para su empleo y 

se tiene que recurrir a la derivatización para lograr la detección. 

El tipo de detección más usado es el UV-Visible ya que la mayoría 

de los compuestos dan respuesta dentro de este intervalo del 

espectro y los límites de detección son bastante adecuados, de 

ng/ml para compuestos conjugados y aromáticos (ambos a longitudes 

de onda mayores de 230nm) y alifáticos Ca longitudes de onda de 

200-230nm). El detector UV-visible adaptado con arreglo de diodos 

es de gran utilidad para probar la pureza de los compuestos 

presentes en cierta muestra y para asegurar que un método tiene la 

especificidad necesaria, para la cuantificación de wn fármaco 

contenido en un fluido biológico (351, 392, 353, 354). En la 

práctica, las longitudes de onda por debajo de los 290nm son 

desfavorables por las interferencias que causan los compuestos 

endógenos (355). La detección entre 190-210nm, puede emplearse si 

la fase móvil es bien elegida. A estas longitudes de onda las 
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absortividades molares Cc) son relativamente altas. El máximo de 

absorbancia do un analito no es necesariamente la longitud de onda 

preferida para la detección ya que la relación señal a ruido Cs,n) 

puede ser muy baja. En general, las interferencias disminuyen a 

longitudes de onda mayores, pero desafortunadamente, también la 

absorbancia del analito C356). 

Las técnicas de purificación pueden incluir cualquier 

procedimiento que remueva selectivamente el compuesto de interés de 

otro material (357). 

La primera etapa en el procesamiento de la muestra es la 

destrucción de la estructura matriz (358,359,360,361). Esto debe 

realizarse tan completamente como sea posible ya que el rendimiento 

en el proceso de aislamiento y recobro subsecuente depende 

considerablemente de ésto (382,363,364,365). 

RUPTURA DE LOS CONJUGADOS DEL FÁRMACO. 

La determinación directa de los conjugados puede ser sumamente 

complicado (368,367) ya que son muy polares y esto ocasiona que su 

extracción se difuculte, (368,369). La posibilidad de formación de 

varios conjugados del compuesto original C370) o de un metabolito 

primario hace que resulte difícil interpretar el análisis 

(371,372), y sintetizar 'un estándar para los derivados es muy 

dificil. Además, si se considera la posibilidad de una 

determinación directa por medio de la cromatografia ión-par (373), 

es conveniente que los conjugados sean determinados por medida 

diferencial, ésto es, determinar si los productos del rompimiento 

de un conjugado son menores que el compuesto no conjugado (374). En 

este caso, el rompimiento de los conugados del fármaco es un 

procedimiento necesario en la muestra. En el caso de conjugados 

lábiles se realiza por simple cambio de pN (375,378,377) o 

temperatura (incubación) (378,379) en la muestra antes de la etapa 

de limpieza; incluso puede usarse la diálisis y la ultrafiltración 

(380). Con conjugados estables, es necesario el uso de enzimas 

hidrolíticas (381,382,383). La enzima que será usada -ya sea la 

altamente especifica (9-glucuronidasa (384,385) o la pobremente 
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específica glusulasa (386)- depende del tipo de conjugado y puede 

establecerse sólo por experimentación (387). Al igual que en 

cualquier reaccción enzimática, el proceso de rupura de conjugado 

de fármaco será dependiene de pH, la temperatura y tiempo. La 

mayoría de los procesos de rompimiento requiere de 24 horas de 

incubación a 37°C y pH 5,0, pero estas condiciones no son 

generalizadas (388). 

PROCEDIMIENTOS DE LIMPIEZA. 

Prácticamente todas las técnicas de separación pueden ser 

consideradas para la limpieza de muestras: 

«precipitación 

«filtración y sedimentación 

«liofilizado 

*evaporación 

«extracción sólido-líquidos y líquido-liquido 

Los procedimientos de limpieza, en principio, separan 

cuantitativamente los analitos de todo el material que no está 

siendo determinado. Son embargo, en muchos casos es necesario usar 

combinaciones de las técnicas enlistadas. 

La más simple es la extracción líquido-líquido seguido de la 

evaporación del solvente a fin de concentrar el compuesto que va a 

ser determinado. 

PROCEDIMIENTOS ESTAMPAR DE LABORATORIO. 

La precipitación, la filtración, la sedimentación y la 

liofilización son los principales procedimientos conocidos y 

empleados por la mayoría de los laboratorios. Sin detallarlos, a 

continuación se puntualizarán los problemas que conducen a una 

pérdida del principio en los procesos de limpieza: 

PRECIPITACIOW. 

Siempre que el analito sea un elemento en trazas dentro de la 

matriz, la precipitación de los constituyentes mayores de la 



muestra resulta ser un tiran problema ya que el analito se adsorbe 

sobre la superficie del precipitado y es ocluido en éste .:3139,390). 

Esta posibilidad se presenta en la desproteinización C391,992). 

Puede agregarse que, en muchos casos, el fenómeno de adsorción y el 

de oclusión, provocan muchas variaciones en los ensayos debido a 

que el analitu no se recupera en forma reproducible. 

Este problema puede solucionarse con el uso de un estándar 

interno de características similares a las del analito, yA que 

conociendo su concentración inicial y determinando su concenlracu-n 

posible 	,:!••r• an que prorcxcion se esta perdi Ph, 

amauta durante el /xMImient.o. 

Blanchard ha es t udiado la eficiencia de los diferentes agentes 

precipitantes de proteínas C393,394). La misma fase móvil puede 

actuar como precipitante, de aquí el dañe que las proteínas en las 

muestras pueden causar en las columnas al ser inyectadas 

directamente sin limpieza previa 031:15,31:10). 

FILTRACICW Y SEDIMENTACION. 

La filtración y la sedimentación Cpor gravedad o en una 

centrifuga) se asumen como técnicas equivalentes para la separación 

do líquidos y sólidos. En el análisis de trazas, sin embargo, la 

filtración se delega por la centrifugación C397,398) ya que la 

muestra no entra en contacto con el material que constituye el 

filtro que tiene una gran capacidad absorbente para el analito 

esto causa problemas en la recuperación Cevactitud) y la 

reproducibilidad (precisión). Esto también debe tenerse en cuenta 

cuando se hace uso de la ultrafiltracien C399). 

EVAPORACION. 

La evaporación de los solventes es ampliamente usada y se 

considera que no causa problemas en la mayoria de los casos. 

Durante la evapuracion se trabaja con nitrógeno u algún otro gas 

inerte siempre que se manejen analitos que sufren oxidación (400'.›. 

Mientras que la idea general para una evaporación cuidadosa es 

Jan punto de ebullición medio de los componentes a evaporar, algunos 
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evaporan bajo presión reducida y usando la tuerza centrifuga .-74ee) 

a fin de prevenir las burbujas de vapor que en un principio caen 

del solvente. Otros usan baños de vapor bajo la superficie del 

solvente, esto no sólo previene la oxidación del analito sino que 

disminuye la temperatura de evaporación. 

LIOFILI2ACION. 

Para compuestos termolabilez, la liofilización se prefiere 

sobre la evaporación de fases acuosas. Sin embargo, se tienen 

fuertes problemas cuando so 1 15,1 para muestras con altas 

concentraciones de sales, como en el caso de la orina, ya que os 

prerequisito que la muestra permanezca por debajo del punto de 

fusión del analito durante todo el proceso. Una alta concentración 

de sales puede disminuir el punto de fusión tan drásticamente que 

la muestra comieza a fundirse inmediatamente sin que el punto 

óptimo para la liofilización sea alcanzado. En este caso, es 

conveniente diluir la muestra con una cantidad suficiente de agua 

destilada antes de someterla al proceso de liofilizado, 

EXTRACCION. 

A diferencia de muchos procedimientos de limpieza, la 

extracción es la más comunmente usada. Siendo en principio 

relativamente simple (401,402) y rápida, da a la vez una alta 

purificación (403,404). 

El procedimiento usual es la extracción líquido-liquido entre 

fases acuosas y no acuosas. Aunque los solventes usados no son 

miscibles en agua, debe tomarse en cuenta una posible miscibilidad 

ya que los compuestos polares pueden difundirse fácilmente a la 

fase orgánica además de en el agua disolvente. Esto no se resuelve 

por simple presaturación del solvente de extracción, por lo que el 

extracto se lava varias veces con una peque5a cantidad de fase 

acuosa pura, 

El medio de extracción no se separa sola, éste puede 

introducir nuevos compuestos (impurezas del solvente) en la muestra 

analítica. Para análisis do rutina a nivel porcentual, esto 
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generalmente no tiene efecto, pero interfiere seriamente con 

análisis de trazas a niveles de ppm y ppb. Se debe de notar que las 

impurezas a este nivel normalmente no son enlistadas en la etiqueta 

de los solventes. Aún los solventes de grado analítico pueden 

necesitar purificación, p.ej. redestilación o tratamiento con 

adsorbentes. En este contexto, se debe recordar que el término 

"impureza" está en función del principio de detección empleado y 

presentan diferentes requerimientos de pureza para UV, 

fluorescencia y detección amperomátrica C405,406,407). 

El mezclado para la extracción se realiza por agitación y un 

número de opciones Cpor ejemplo, un agitador vórt.ex o agitación 

manual). La intensidad y la duración de la agitación influye en el 

rendimiento de la extracción, así que es necesario proveer un 

tiempo suficiente para la extracción C408). En ocasiones es 

preferible una agitación suave en vez del vortex para evitar la 

formación de emulsiones C409). 

Este requerimiento puede dar lugar a volúmenes difíciles de 

manejar, especialmente cuando se trabaja con una gran cantidad de 

muestras. Junto con la gran cantidad de solvente, se aumenta la 

dificultad por el manejo de los residuos y el alargamiento del 

tiempo de evaporación. Todo esto puede, además, afectar la 

estabilidad de la muestra C410). 

La elección de recipientes de vidrio también presenta 

dificultades sobre todo en el análisis de trazas donde los 

problemas de adsorción del analito a la superficie se incrementa. 

Se requiere entonces, reducir el trabajo de la muestra tanto como 

sea posible. 

El rendimiento de extracción está directamente relacionado al 

coeficiente de partición del compuesto de interés entre las dos 

fases y se optimiza con el uso de una fase orgánica apropiada 

C411). 

Los coeficientes de partición son, en muchos casos, 

dependientes del pH y muestran también gradientes inversos debido a 

la existencia de diferentes grupos funcionales en la misma molécula 

C418). 



Es conveniente graficar el log K (coeficiente de partición) 

vs pH con el fin de elegir el pH más favorable para la extracción. 

Cuando esto no sea posible, se puede tomar en cuenta la acidez de 

los grupos funcionales y la influencia de otros sustituyentes en la 

molécula (413). A continuación se da una breve indicación del orden 

de acidez decreciente para los siguientes grupos funcionales: 

R-S02  > R-COOH > R-SO2NH2  > OH I-encilicos > R-HCCH2)2  > R-NH2  

Ya que un cambio de pH puede servir para separar compuestos 

estrechamente relacionados, por ejemplo un fármaco y su metabolito, 

es necesario conocer el intervalo de pH óptimo entre diferentes 

compuestos a fin de extraerlos completamente. 

Los compuestos de polaridad alta n de carácter anfotérico 

se extraen con dificultad a cualquier pH. 

Frecuentemente, se logra la extracción reduciendo el volumen 

de la fase acuosa o por liofilizado antes de la extracción. Otras 

posibles soluciones son por saturación mediante la adición de NaCI 

o Ha2S01, anhidro hasta que la fase acuosa desaparezca de la 

orgánica por un-procese conocido como "salting out" (414). Puede 

intentarse la extracción con un "barrido 	de polaridad desde 

n-hexano a una mezcla de agua/etanol; o de agua a una mezcla 

etanol/n-hexano. La extracción líquido-líquido puede emplearse en 

linea con el sistema cromatográfico C41.5). 

Otra técnica muy empleada es el uso de los agentes formadores 

de pares Jónicos por medio de los cuales se forman complejos 

neutrales que pueden extraerse fácilmente: 

A
+ 
(analito) + I (agente formados del par-ión) = Al (neutral) 

En la taba 3.1 se presenta un resumen de los prcedimientos 

estándar de laboratorio, los problemas que presentan y los 

controles que se pueden emplear. 



TABLA 3.1 PROCEDIMIENTOS DE LIMPIEZA. PROBLEMAS Y CONTROLES. 

TIPO Precipitación Filtración Liofilización Evaporación Extracción 
liquido- 
liquido 

Extracción 
sólido-
liquido 

PROBLE- Oclusión del Las trazas Alta Oxidación 1. 1. 
MA analito se concentración de analitos Impurezas Selección 

adsorben de sales en del del 
en el 
flitro 

la muestra solvente 
introduci- 
dos en la 
muestra 
2.  
Formación 
de 
emulsiones 
3.  
Extracción 
de 
compuestos 
anfotéri - 
cos 

empaque de 
la columna 
y los 
solventes 
de 
extracción 
2. 
Variación 
de la 
superficie 
de la 
columna 
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PROCE- 
DIMIEN- 
TO 
CONTROL 

Uso de 
estándar 
interno 

Emplear la 
centrifu- 
gación 

Diluir la 
muestra antes 
del 
liofilizado 

- Usar 
nitrógeno u 
otro gas 
inerte 

1. Mejorar 
la calidad 
del 
solvente 

1. 
Verificar 
caracte-
rísticas 

- Emplear 2. del 
baños de Agitación analito y 
vapor manual la matriz 
- Emplear suave. No biológica 
presión vortex 2.  
reducida 3.  Desprotei- 
- Emplear Disminuir nización y 
la centri- volumen de preconcen- 
fugación fase 

acuosa, 
liofili - 
zar, 
saturar 
con sales 
o extraer 
con un 
barrido de 
solventes 

tración 
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Cuando se emplean los procedimientos estándar de laboratorio y 

no se logra una buena recuperación del fármaco es necesario probar 

otros procedimientos alternos que aunque sean menos tradicionales, 

pueden resultar en una mejor recuperación del fármaco. 

*extracción en fase sólida 

*derivatización 

mswitching de columna 

EXTRACCION EN FASE SOLIDA. 

Otro modo de extraer solutos de muestras biológicas es 

mediante su adsorción selectiva sobre la superficie de partículas 

sólidas. Esta forma de pretratamiento de muestra se ha hecho muy 

popular en arios recientes. El principio se visualiza en la figura 

3.1. 

1. 

 

3. 

1. 

1. Cargar la muestra. 

2. Lavar el cartucho para eluir los compuestos 

no retenidos. 

3. Usar solvente para eluir el primer compuesto 

de interés de la muestra. 

4. Usar un solvente fuerte para eluir el 

segundo componente. 

FIGURA 3.1 Extracción en fase sólida. Principio y procedimiento. 
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El fluido biológico so forza a través de una pequeña columna 

llena con partículas sólidas recubiertas las cuales pueden 

necesitar de un acondicionado previo. Los analitos contenidos en el 

fluido biológico muestran una gran afinidad por la superficie del 

sólido siendo fuertemente adsorbido sobre la superficie del empaque 

de la columna. La columna de extracción se lava posteriormente con 

un solvente de fuerza de elución suficiente para que los compuestos 

de interferencia sean eluidos de la columna pero no así el analito. 

Entonces el analito que se ha retenido se desadsorhe del sólido 

conun solvente de fuerza de elución adecuada y se colecta para su 

análisis posterior C416). 

La selección del tipo de adsorbente es, en primera instancia, 

determinado por la naturaleza de los solutos y el fluido biológico 

(417). Una columna empacada con una superficie polar, como la 

sílice gel, será usada para adsorber medios polares y solutos 

polares disueltos en solventes no polares C418). Un empaque con 

superficie no polar, en este caso sílica gel alquil modificada, 

resulta adecuado para los problemas más comunes de adsorción de 

medios polares y solutos .lipofilicos desde soluciones acuosas 

C419). Los empaques de intercambio jónico se usan para adsorber 

iones desde soluciones acuosas. Algunos de los diferentes tipos de 

empaques de columna se enlistan en la tabla 3.1. Para muestras 

biológicas se emplean principalmente los empaques no polares y los 

de intercambio jónico, aunque los empaques no polares comienzan a 

hacerse populares C420,421,422). 

Las muestras biológicas contienen un gran número de compuestos 

endógenos que difieren ampliamente eh su polaridad y los cuales 

muestran una afinidad variable par los empaques sólidos no polares 

C423,424). Esto es muy importante para seleccionar la composición 

de los solventes de lavado y desadsorción a fin de lograr que el 

compuesto más polar de-la matriz se eluya y el compuesto más 

1 ipotí. I co permanezca sobre el empaque sólido. Es necesario que la 

diferencia en la fuerza .de elución de los solventes de lavado y 

desadsorción sea lo más pequeña posible. De esta manera se puede 

colectar el analito junto solamente con algunos componentes de la 



EMPAQUES POLARES 	 Sílica Gel 

A1 202  

Siica Gel Modifiada C-CN; 

a -dial; -NO2; y -NH2) 

Dextranas modificadas 

EMPAQUES NO POLARES 	 Polímeros porosos CXAD) 

Carbón Poroso 

Silica Gel Modificada C-C2-C2,; 

o -ciclohexil; -Fenil; -F; -CN) 

Dextranas modificadas 

INTERCAMBIADORES ICM1COS 	ResinaS 

Sílica Gel Modificada 

Dextranas modificadas 

Grupos Acidos: Acido Sulfónico, 

Acido carboxílico 

Grupos 	Básicos: 	Aminas 

secundarias, 	 Aminas 

cuaternarias. 

ESPECIALIZADAS 
	

Sílica Gel Modiri:73da de Acido 

Fenilborónico 

Empaques para Inmunaafini,bd 

TABLA 4.a Lista de empaques de columna disponibles comercialmente y 
adecuadas para extracción en fase sólida, 

matriz de polaridad similar (425,426). 

Otro aspecto de la extracción en fase sólida que ha tenido 

poca atencion, es el hecho de que la superficie de la tase sólida 

se modifica debido a la fuerza de adsorción de los compuestos 

presentes en la matriz biológica en una cantidad relativamente 
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grande. P,,r ejemplo, el plasma contiene aproximadamente 70 mg/ml de 

proteínas, las cuales muestran una leerle adsorción sobre los 

empaques no polares en presencia de agua. La carga de proteínas 

para un empaque no polar puede sor tan aLL0 como de 100 rng•'g de 

empaque. Sin embargo, cuando se aplica 1 ml de plasma a una columna 

de extracción de fase sólida conteniendo 0.9 g de empaque, la 

superficie del empaque se satura con proteinas. La adsorción del 

analito y los compuestos de la matriz ocurre entonces sobre las 

proteínas adsorbidas como una especie de enlace a proteínas en vez 

de adsorberse en el empaque de la columna. Esta es una situación 

indeseable ya que las propiedades cromatográficas de la columna de 

extracción dependen, entonces, de la cantidad de proteínas 

presentes en la muestra y del tipo de empaque sólido usado. Esta 

puede ser una de las razones por la que algunos autores encuentran 

diferencias significativas en la recuperación entre las diferentes 

columnas disponibles comercialmente,  y también entre lotes de una 

misma marca (427). Por esto, aunque la selección de los solventes 

de lavado y desadsorción estén de acuerdo a las características 

cromatograficas del analito que se desea cuantificar y se emplee 

una columna analítica que contenga el mismo tipo de empaque que la 

columna de extracción, no es posible obener una recuperación 

reproducible cuando la superficie se modifica por las proteínas ya 

que el enlace a las proteínas no puede ser controlado. Como opción 

se recurre a la remoción de las proteínas y la preconcentración de 

la muestra para lograr la reproducibilidad del procedimiento y 

disminuir la variación en la recuperación debido , a la composición 

de la muestra. 

La extracción en fase sólida también ha sido empleada en piel 

C429,429), tejido animal (4$0), mOsculo (431,432), hígado 

(431,433), y riiión (431,434,435) después de la homogenización. 

También 	se 	ha 	empleado 	directamente 	en 	orina 

(436,437,438,439,440,441,442,443,444,445,446), saliva (437), bilis 

(433,447), jugo gástrico (433) y heces C433). 

Cuando se combina la ext.r•acc.ión en fase sólida con LLAR hay 

otro aspecto que deberá considerarse y es la seh?cción del tipo de 



empaque en ambas columnas Cde separación y analítica) (448,449). 

Estos empaques deben de ser tan diferentes como sea posible a fin 

de crear un sistema multidimensional y tener un poder de separación 

mucho mayor que con una sola columna (450). Al respecto, una de las 

grandes desventajas de la extracción en fase líquida es que 

combinada con CLAR carece de esta característica multidimensional. 

La selección de los empaques de columna para extracción en fase 

sólida puede extenderse con empaques que adsorben selectivamente un 

compuesto en particular o un grupo de compuestos de acuerdo a las 

características de polaridad que les confiere un determinado grupo 

funcional (451,454). Otra ventaja es la posible automatización 

on-line combinando CLAR con extracción en fase sólida (452). 

Para constituyentes en trazas se ha desarrollado un método en 

pipeta Pasteur (453). 

En muchos casos, el rendimiento de la extracción 

líquido-sólido, es superior a la de la extracción liquido-líquido 

(459,456), pero el número y la cantidad de constituyentes 

co-extraídos es también grande (457). Además, pueden necesitarse 

más etapas previas de limpieza que para la extracción 

líquido-líquido. La combinación de diferentes mecanismos de 

extracción, siempre que sea posible, son recomendables ya que 

resulta en extractos muy limpios, sin embargo, la optimización 

resulta más complicada que en extracciones simples. 

En análisis de rutina, el uso de las columnas de extracción 

liquido-sólido muestran grandes ventajas prácticas como son la 

facilidad de preparación, un menor consumo de tiempo 	muy 

importante en compuestos fácilmente oxidables (458) y el empleo de 

cantidades de muestra más peque5as (490). 

FORMACION DE DERIVADOS. 

La formación de derivados se utiliza cuando se necesita dar 

estabilidad a los fármacos en el caso de que estos resulten 

fácilmente degradables en el medio del fluido biológico, o si son 

volátiles o reactives, También es útil cuando se necesita cambiar 

la polaridad de un compuesto para facilitar su extracción o su 
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separación cromatográfica o par.t extraerlo selectivamente mediante 

una reacción específica. Y más comúnmente para proveer de 

detectahilldad a los fármacos que no la tienen o si so desea 

incrementar la sensibilidad C460,461). 

Los fármacos pueden ser neutros, ácidos o básicos. Formando 

derivados de alguno o todos los grupos funcionales en su molécula 

pueden logarse compuestos detectables C462) y con características 

cromatográficas. Ya que el detector UV-visible es el más comunmente 

usado, la formación de derivados generalmente se enfoca a 

desarrollar compuestos que absorban en este intervalo del espectro. 

Los derivados fluorescentes se emplean para la detección de trazas 

cuando otros detectores no pueden emplearse. 

Dado que la formación de derivados se ha usado en un gran 

número de compuestos de interés farmaceútico, vamos a clasificarlos 

de acuerdo a su grupo funcional como ácidos, alcaloides, aminas, 

antibióticos, barbitúricos y compuestos relacionados, compuestos 

hidroxi, esteroides y compuestos miscelaneos. Esta clasificación 

facilitará la comprensión dol proceso de derivatización. 

Acidos. 

Este grupo se ha dividido en aminoácidos y otros ácidos 

carboxílicos. Debe notarse que los aminoácidos y los cetoácidos 

poseen otros, grupos además del grupo carboxílico, los cuales 

permiten tener diferentes opciones para formar derivados, 

Aminodeidos. Un procedimiento que se ha usado extensamente 

para el análisis de aminoácidos es la formación de derivados de 

feniltiohidantoínas. Estos derivados pueden separarse por alguna de 

las siguientes modalidades de LLAR : Intercambio jónico, adsorción 

y fase reversa. 

La reacción con 2,4-dinitrofluorobonceno, se usa para el 

análisis de aminoácidos N-terminales mediante detección U.V. 

El 	cloruro 	de 	~silo 	¿cloruro 	de 

e-dimetilaminonaftaleno-i-sulfonilo) reacciona con el grupo amino 

para formar derivados altamente fluorescentes. El reemplazo del 



grupo dimetilamino del cloruro de dansilo por un grupo 

di-n-butilami¿o da lugar a la formación de derivados menos polares 

que pueden extraerse fácilmente de la mezcla de reaccción. Para 

obtener derivados fluorescentes puede usarse también la 

fluorescamina 	(4-fenilespireffuran-2C3H),1'-ftalenol-3,3'-diona) 

que reacciona con el grupo amino primario; así como el 

o-ftalaldehido en medio alcalino y en presencia de un agente 

reductor (469,464,465), sin embargo, la prolina y la hidroxiprolina 

no pueden detectarse mediante esta reacción. Otra opción es la 

reación con piridoxal en medio alcalino y la reacción con malonato 

de dietiletoximetileno (460). 

Las mezclas racémicas de aminoácidos se han resuelto como una 

mezcla 
	diasteromérica 	después 	de 	la 	reacción 	con 

N-d-10-canforsulfonil-p-nitrobenzoato. 

La ninhidrina se ha usado extensamente como un reactivo para 

el análisis colorimétrico de aminoácidos; este reactivo puede 

usarse para derivatización post columna (467). También se ha usado 

la florescamina en derivatización post columna para el análisis de 

oxitocina, lisinvasopresina y ornipresina. Igualmente se ha 

empleado la complejación metálica de aminoácidos post-columna 

(468). 

Otros acidos carboxiticos. Para su determinación se usa la 

formación de derivados con metilésteres separándolos en columnas de 

fase reversa usando un detector de índice de refracción. Para 

lograr absorción al UV se ha utilizado agentes de derivatización 

aromática por ejemplo, la formación de 2-naftasilésteres para 

ácidos grasos así como los fenasilésteres preparados en reaccción 

con 2-bromoacetofenona y los bencilésteres preparados en reacción 

con l-bencil-3-p-toliltriacina y o-ftalaldehído para la mexiletina 

(382). También se reporta la separación de beneilésteres preparados 

con 0-p-nitrobencil-N,N'-diisopropi1urea. Las coronas de éteres se 

emplean como catalizadores para producir derivados fenacilo de 

ácidos 	grasos. 	Así 	como 	el 	uso 	de 	la 

3-bromometil-7-metoxi-1,4-benzoxazin-2-ona 	(470) 	y 



9-antrildiazometano (469) para rendir derivados fluorescentes, y 

cloruro de dansilo para formar derivados del ácido aminocaproíro 

(471), el uso del I-pirenildiazomecano para ácidos dicarboxílicos 

C472), y el (s)-2-octanol para resolución óptica (473) al igual que 

etilcloroformato y amisidida,(474). 

La Vitamina B forma derivados con semicarbazida (475). 

Las prostaglandinas contienen varios grupos funcionales además 

del grupo car•bnxilico que pueden manipularse de varias maneras para 

lograr las características cromatográficas que permiten su 

cuantificación. 

Las prostaglandinas se soparan por fase reversa después de su 

esterificación 	y 	conversión 	a 	p-nitrobenciloximas, 

p-bromofenacilésteres y p-nitrofenacilesleres por reacción del 

grupo carboxílico con bromuro de p-nitrofenacilo (476). 

También se resuelven algunos ácidos isoprenoidales ópticamente 

activos por reacción con R- o S-e-motil-p-nitrobencilamina 

(477,478). En ácidos carboxílicos se emplea, para su resolución, la 

fluorescencia inducida por tasar (479) así como el 

C-)-2-(4-C1-aminoetil)feni11-6-metoxibezoxazol CAPHB) para formar 

aminas disteroméricas (480). 

Las técnicas de derivatización post columna so basan en la 

neutralización del grupo carboxílico con la sal sódica del 

o-nitrofenol, así como la oxidación del grupo carboxílico con cerio 

(461). 

Alcaloides. 

Los alcaloides como la emetina, efedrina y morfina exhiben 

fluorescencia al reaccionar con cloruro do dansilo no así para 

codeína y nicotina. De esta misma manera se determánan canabinoides 

en orina humana. También se ha usado la hidrazina y la ninhldrina 

para analizar los senosidos A, 9 y C (461). 

Los compuestos sustituidos de tetrahidroiscouihol nas se 

irradian con luz UV in situ en fluidos biológicos para lograr su 

oxidación hacia los derivados isoquinolina. 
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Amtnas, 

La formación de derivados aquí es para las aminas alifáticas, 

las cuales se han tratado con cloruro de dansilo para formar 

derivados fluorescentes C402,483,484) y también con 

4-cloro-7-nitrobencen-2,1,3-oxadiazol, 	 o•-ftalaldehído, 

fluorescamina e isobutilcloroformato C405,488,487,488). 

Para las arilhidroxilaminas se tiene la formar de derivados 

con metilisocianato. Para diaminas y poliaminas bioquímicamente 

importantes se tiene, además, la reacción con cloruro de 

p-toluensulfonilo y m-toluensulfonilo C489). Para resolución de 

aminas se ha empleado la formación de derivados con 

N-succinimidil-o-metoxifenilacetato C490). 

Para la derivatización post columna se tiene la reacción con 

etilendiamina C491) y reacciones redox con cerio C492,493). 

Antibióticos, 

La formación de esteres do fenacilo permite la absorción al UV 

y la reacción con fluorescamina produce derivados fluorescentes 

para la ampicilina, kanamicina, neomicina, polimixina 8, 

estreptomicina y cimetidina C494). 

La oximotacina se hace reaccionar con o-ft.alaldehído en 

derivatización pre-columna y ácido 3-mercaptopropiónico en reacción 

post-columna C495), 

La dextrina se ha usado para la complejación de anfoteracina y 

sulfametoxazol logrando aumentar su estabilidad y su solubilidad 

C498). 

La vainillina y el 4-dimetilaminobenzaldehído se emplean para 

la derivatización post-columna para monensina, narasina y 

salinamicina C497). 

Barbltdricos y Compuestos Relacionados. 

Se usa el cloruro de dansilo, para la difenilhidantaina la 

oxidación con permanganato alcalino y 9-fluorometilcloroformato 

C498). 
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Compuestos Carhonito. 

Para grupos carbonilo diferentes a los cetoácidos y 

cetriesteroides. La a,4-Dinitrofenilhidrazina C2,4-DNP) es el 

reactivo más frecuentemente usado para la formación de derivados de 

aldehídos y cotonas. También so pueden marcar fluorogdnicamente con 

dannilhidrazina C490). 

Hidroxv Compuestos. 

La formación de acetatos de,catecolaminas las provee de las 

características cromatográficas deseadas. De manera similar la 

metilación de hidroxixantonas permite su separación eficiente. 

Un gran incremento en la detección se logra por la formación 

de derivados nitrobenzoato de diversos alcoholes polihídricos 

CS00). 

La reacción de los carbohidratos con sulfato de etilendiamina 

produce un compuesto fluorescente. La reacción es adecuada para 

compuestos polihidroxil alifáticos, sin embargo los aldehídos 

interfieren. Para monosacáridos, disacáridos y trisacáridos se 

puede recurrir ala formación de 4-nitrobenzoatos; para compuestos 

hidroxy y polihidroxy a los derivados perbenzoilados y al uso del 

dietiltiocarbamato de sodio para formar un derivado del 

dihidrogalactiol. 

La derivatización post columna requiere del tratamiento con 

calor y ácido fenolsulfónico C5013 otro recurso es el análisis 

fluorométrico de carbohidratos sobre la reducción de cerio CIV) a 

cerio 	 CIII) 	 y 	 el 	 purpald 

C4-amino-3-hidrazin-6-mercapto-1,2,4-triazol) CO2)5. 

Esteroides y Otras Hormonas, 

La formación de acetatos de esteroides se usan para su 

separación. De manera similar, los metilsilil derivados se preparan 

para resolver epímeros de vitaminas. 

Se ha empleado el l-naftolilcloruro para la formación de 

derivados de digoxina en plasma y orina CB03). 

Los cetoesteroides se analizan por la formar 
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de la 2,4-dinitrofenilhidrazona. Las hidrazonas fluorescentes se 

forman por reacción con 5-dimetilaminonaftalen-•1-sulfonilhidrazina 

y difeni1-1-1-pirenilfosfina (504). 

Los benzoil derivados de los hidroxi esteroides se emplean 

para análisis U.V. (505). 

La reacción del 1-etoxi-4-Cdicloro-sim-triazinil)naftaleno se 

ha usado para los grupos hidroxilo de corticoesteroides, sin 

embargo, esta reacción no es válida para grupos hidroxilo 

alifáticos secundarios. 

Los estrógenos forman derivados que absorben al UV con cloruro 

de azobencen-4-sulfonil. También se puede lograr la dansilación del 

grupo fenólico de los estrágenos. 

Se ha empleado la reacción con t-butildimetilsilileter para 

derivar Vitamina A en plaina (508). 

Wceldneos. 

Para proveer de fluorescencia a las 2,4-diaminopirimidinas se 

han acompasado del tratamiento del eluato con una solución de 

bisulfato de amonio. La clorpromazina y muchos de sus metabolitos 

reaccionan con cloruro de dansilo para formar derivados 

fluorescentes. Las fenotiazinas pueden analizarse post columna por 

oxidación a productos fluorescentes. 

Los glucósidos cardiacos reaccionan con el cloruro de 

p-nirobenzoilo para formar polinitrobenzoatos. 

El cloruro de bencilo se usa para formar derivados de 

cerebrósidos. 

Las sapogeninas mayores del Agave se analizan por reacción con 

cloruro de benzoilo (507). 

La cisplatina reacciona con, dietilditiocarbamato para formar 

un compuesto fluorescente (508). 

Para el análisis de enantiómeros de la warfarina resulta 

útil la reacción con l-metilcloroformato C509). 

Se ha empleado el peróxido de hidrógeno in-line (contenido en 

La fase móvil) para la determinación fluoromátrica de indometacina 
(51 0) 



RCHCOOH, RtR2NN 

1112  
RCHCOOH, R tR NH 

RCOOil 

DNFB 

DNBS 

PNBDI 

PNBB 

DNPH 

El uso de estos reactivas dependerá de algunas consideraciones 

La acroleína forma derivados con m-aminafenol en presencia de 

sulfato ferroso en solución acuosa de ácido sulfúrico (610. 

En la tabla 3.3 se resumen los sustratos y los productos de la 

formación de derivados para compuestos de interés farmaceútica. 

Derivatización Para La Detección Amperomjtrica. 

Es afortunado que la mayoría de los reactivas comunes para la 

derívatización UV cuenten con el cromaforo nitrofenil que permite 

lograr una alta absortividaduolar. Este mismo grupo es importante 

para la detección electroquimica a través de reacciones de 

reducción. A continuación se da una lista de los reactivas que se 

usan para la formación de derivados de ciertos compuestos 

dependiendo del grupo funcional disponible (512,513). 

Reactivo (abreviación) 
	

Sustrato 

DNBC 
	

RON, RtR,NH 

SNPA 
	

RIR2NH 



TAIMA 3.3. FORMACION DE DERIVADOS 

GRUPO SUSTANCIA PRODUCTO MODALIDAD CLAR O 
DETECCION SUGERIDA 

ACIDOS 
CARBOXILICOS 

Aminoácidos Derivados de fenilhidantoinas Intercambio Jónico, 
fase reversa, adsorción 

Aminoácidos 
terminales 

Derivado de 2,4-dinitrofluoro 
benceno 

Detección U.V. 

Grupo amino - Derivados de cloruro de 
dansilo 
- Derivados de fluorescamina y 
o-ftalaldehido, piridoxal y 
malonato de dietiletoximetileno 

mezclas 
racémicas de 
aminoácidos 

Derivado de N-d-10-canforsulfo-
nil-p-nitrobenzoato 

Reacción post- 
columna de 
aminoácidos 

- Derivados de ninhidrina y 
fluorescamina 
- Complejos metálicos 

1 

Acidos grasos - Derivados de metilésteres 

- 2-naftasilésteres 
- bencilésteres 
- derivados fenacilo 
- derivados de cloruro de 
dansilo 

- Fase reversa con 
índice de refracción 
- Detección U.V. y de 
fluorescencia 
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Prosta- 
glandinas 

- p-nitrobenciloximas 
- p-bromofenacilésteres 
- p-nitrofenacilésteres 

Pese reversa 

Acidos iso- 
prenoidales 

Resolución óptica 

Acidos 
carboxílicos 

- aminas diasteroméricas 
- derivados oxidados 

- Detección de 
fluorescencia 
- Reacción post-columna 

ALCALOIDES - Emetina, 
efedrina, 
morfina 
- Canabinoides 
en orina 

Derivados de cloruro de dansilo Detección de 
fluorescencia 

Senósidos A, B 
y c 

Derivados de hidrazina y 
ninhidrina 

Detección de 
fluorescencia 

Tetráhidro- 
isoquinolinas 

Derivados isoquinolina 

AM/NAS Aminas 
alifáticas 

Derivados de cloruro de dansilo Detección de 
fluorescencia 

Arilhidroxil- 
aminas 

Derivados de metílisocianato 

Diaminas y 
poliaminas 

Derivadol de cloruro de 
p-toluensulfonilo y 
m-toluensulfonilo 

Resolución de 
aminas 

Derivados de R-succinimidil-
metoxifenilacetato 

Reacción post- 
columna 

- Derivados de etilendiamina 
- Compuestos redox con cerio 
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ANTIBIOTICOS Ampicilina, 
kanamicina, 
neomicina, 
polimicina B, 
estreptomicina 
cimetidina 

- Esteres de fenacilo 
- Derivados de fluorescamina 

- Detección U.V. 
- Detección de 
fluorescencia 

Oximetacina - Derivados de o-ftalaldehído 
en reacción pre-columna 
- Derivado del ácido 
3-mercaptopropiónico en 
reacción post-columna 

Anfoteracina y 
sulfametoxazol 

Complejos de dextrina 

Monensina, 
narasina, 
salimicina 

Derivados post-columna de 
vainillina y 
4-dimetilamonibenzaldehído 

BARBITURICOS 
Y COMPUESTOS 
RELACIONADOS 

Barbitúricos Derivados de cloruro de dansilo Detección de 
fluorescencia 

Difenil 
hídantoina 

-Oxidación con permanganato de 
potasio 
- Derivados de 
9-fluorometilcloroformato 

COMPUESTOS 
CARBONILO 

Aldehídos y 
cetonas 

-Derivados de 
2,4-dinitrofenilhidrazina 
- Derivados de dansilhidrazina 

Detección de 
fluorescencia 

HIDROXI 
COMPUESTOS 

Catecolaminas Acetatos de catecolaminas 

Hidroxi- 
xantonas 

Metilados de hidroxixantonas 
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Alcoholes 
polihídricos 

Derivados de nitrobenzoato 

Carbohidratos 
polihidroxil 
alifáticos 

Derivados de sulfonato de 
etilendiamina (interferencia de 
aldehídos) 

I 

Monosacáridos, 
disacáridos, 
trisacáridos 

Derivados de 4-nitrobenzoatos 

Compuestos 
hidroxy y 
polihidroxy 

- Derivados perbenzoilados 
- Derivados dihidrogalactiol 

Carbohidratos - Derivados post-columna del 
ácido fenolsulfónico 
- Reducción con cerio 
- Derivados de purpald 

- Detección U.V. 

- Detección 
electroguImica 

ESTEROIDES 
OTRAS 
HORMONAS 

Y Mezclas 
racémicas de 
esteroides 

Acetatos de esteroides 

Mezclas 
racémicas de 
vitaminas 

Metilsilil derivados 

Digoxina Derivado de l-naftolilcloruro 

Cetoesteroídes - Derivados de 
2,4-fenílhidrazona 
- Hidrazonas fluorescentes 

- Detección U.V. 

- Detección de 
fluorescencia 

I 

Hidroxi 
esteroides  

Benzoil derivados Detección U.V. 
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Estrógenos Derivados de cloruro de 
azobencen-4-sulfonil 

Detección U.V. 

Grupo fenólico 
de estrógenos 

Dansilación Detección de 
fluorescencia 

Vitamina A Derivado de 
t-butilmetilsililáter 

MISCELÁNEOS 2,4-diamino 
piridinas 

Derivado del eluato con 
bisulfato de amonio 

Detección de 
fluorescencia 

Clorpromazina 
y sus 
metabolitos 

Derivados de cloruro de dansilo Detección de 
fluorescencia 

Fenotiazinas Derivados oxidados Detección de 
fluorescencia 

Glucósidos 
cardiácos 

Polinitrobenzoatos 

Cerebrósidos Derivados.de cloruro de bencilo 

Sapogeninas Derivados de cloruro de 
benzoilo 

Cisplatina Derivados de dietiltiocarbamato Detección de 
fluorescencia 

Enantiómeros 
de warfarina 

Derivado de 1-metilcloroformato 

Indometacina Derivado in-line de peróxido de 
hidrógeno 

Detección de 
fluorescencia 

Acroleína Derivado de m-aminofenol 
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COMO: Si el compuesto de interés puede ser removido individualmente 

de la mezcla de reacción, st los productos son hidrofóbicos y no 

pueden ser eluidos o no son compatibles con la fase móvil (514), y 

si los K' (coeficiente de partición) son suficientemente diferentes 

para lograr la separación. 

Ciertas moléculas de interés farmacétitico no son 

electroactivas. Sin embargo, pueden ser oxidadas por enzimas 

clasliicadas romo oxidorreductasas t•1515). Esta clase de enzimas 

oxidan el sustrato con transferencia de electrones a una molécula 

aceptara como es la adenia nicotinamida dinucleótido (NAD). La 

forma reducida de este cofactor ha mostrado ser fácilmente oxidado 

en la superficie del electrodo de vidrio y carbón. 

Consecuentemente, uno puede cuantificar indirectamente la cantidad 

original de compuesto no electroactivo por la oxidación del 

cofactor reducido producido por la reacción enzimática C516). 

Consideraciones Generales en la Derivalizacidn admica. 

Ya que se trata de reacciones químicas, se intenta tener el 

mayor rendimiento, por lo que es necesario cuidar la reactividad y 

la pureza de los reactivos (917). Obtener ambas características es 

difícil ya que los compuestos de alta reactividad tienden a 

reaccionar con materiales extraHos y descomponerse. 

Las evaporaciones repetidas pueden concentrar las trazas de 

impurezas. Debe recordarse que los solventes de "grado espectro“ 

no son necesariamente los más puros ya que pueden contener 

cantidades significativas de' sustancias que no se detectan en el 

espectro. 

Los reactivos usados en exceso, de manera general se remueven 

antes del análisis. Los reactivo% volátiles pueden removerse 

simplemente por evaporación pero teniendo en mente que puede 

ocurrir una pérdida de los derivados volátiles. Puede también 

emplearse la extracción del reactivo en exceso, previendo que el 

derivado sea estable a las condiciones de extracción. Para 

derivados solubles en rase orgánica puede lograrse la formación de 

un derivado extraíble en fase acuosa con un exceso de otro sustrato 



difuncional. Por ejemplo, en un método en particular de formación 

de derivados para ácidos carboxílicos, el exceso de 

pentafluorobencilbromuro se remueve por reacción con un aminofenol, 

Los productos que se forman con el reactivo y el aminofenol que se 

encuentra en exceso se separan por extracción en ácido acuoso. 

Aunque e todos los detectores les afecta en mayor o menor 

grado la composición de la fase móvil, para la detección 

electroquímica es un factor fundamental. Deberá considerarse la 

fuerza jónica, el pH y la composición del solvente de la fase 

móvil. La fuerza jónica debo ser de preferencia alta. El pH afecta 

las características electroquímicas de muchos compuestos orgánicos. 

Las oxidaciones o reducciones pueden favorecerse a determinado pH, 

sin embargo, este cambio de pH puede afectar la fase estacionaria 

empleada en CLAR con detección electroquímica, por lo que la única 

solución será un cambio de fase móvil post columna C516). 

SWITCH:ENG DE COLUMNA. 

El switching de columna o cromatografía de líquidos 

multidimensional usa dos o más columnas para la separación de los 

componentes de una muestra. En el caso do fluidos biológicos se 

puede lograr la limpieza do la muestra con inyección directa C219). 

Las proteínas y muchos otros componentes que no interesan pasan a 

través de la columna de extracción hasta la línea de desechos 

permitiendo sólo el paso del compuesto de interés hacia la columna 

analítica. Las columnas son conectadas por una válvula de cambio 

que controla el flujo del solvento. Las dos columnaS y la fase 

móvil se varían favoreciendose más la resolución y la 

especificidad. En el laboratorio se emplea el switching de columna 

principalmente para la extracción y el análisis de fármacos en 

fluidos biológicos. Estos métodos son altamente automatizables y 

reducen el tiempo requerido para la preparación de la muestra 

C920). 

Un esquema típico del switching de columna se muestra en la 

figura 3.2. Dos bombas liberan diferentes fases móviles sobre dos 

columnas; una columna. de extracción o precolumna y la columna 



DETECTOR 
COLUMNA 
ANALITICA 

anal itica. El flujo puedo tomar una de dos rutas, la salida y la 

'mea de  la  cnrrtda, bajo el control de la posición de la válvula. 

BOMBA A 

DESECHOS 

FIGURA. 3.2 Esquema que muestra las partes básicas que componen un 

switching de columna. 



La rotación de la válvula está dirigida por presión de aire con 

control de tiempo. 

La figura 3.3 es una ilustración simplificada que muestra las 

rutas del flujo de fase móvil en las dos posiciones de la válvula. 

Durante el modo de inyección, la muestra entra en el sistema en una 

fase móvil débil y pasa directamente a la precolumna. La precolumna 

retiene los compuestos de interés momentáneamente permitiendo que 

los componentes que no interesan pasen por la línea hacia los 

desechos (521,522). Entretanto, una faso móvil fuerte (generalmente 

conteniendo un incremento en el porcentaje de la parte orgánica) 

pasa a través de la columna analítica y por un detector. Después de 

un tiempo breve, la válvula se cambia automáticamente. Esto tiene 

el poder de colocar la precolumna en serie con la columna análitica 

corno se ilustra en el modo de elución de la figura 3.4. En este 

momento, los compuestos de interés son eluidos por la fase móvil 

sobre una columna analítica para su resolución y cuantificación 

(523). Después de un tiempo suficiente para eluir los compuestos de 

interés, la válvula regresa automáticamente a la posición inicial 

de "inyección" (524). 

Esta forma de cromatografia multidimensional se realiza 

frecuentemente fuera de línea colectando las fracciones eluidas 

manual o automáticamente en un colector de fracciones. Las muestras 

colectadas pueden concentrarse o inyectarse directamente sobre una 

segunda columna CLAR. Las técnicas sobre línea son generalmente 

preferibles, especialmente si la intención es automatizar tanto la 

limpieza de la muestra como las operaciones de análisis. 

Se definen cuatro técnicas básicas para la tranferencia de 

fracciones de muestra: 

a) transferencia directa, en la cual, la salida de la columna 

1 se introduce directamente en la columna 2, solamente durante el 

tiempo de elución de la fracción del analito; 

b) transferencia indirecta, en la cual la fracción del analito 

permanece sobre la columna 1 y se eluye a la columna 2 con una fase 

móvil fuerte; 



MODO DE INYECCION 

E-1 	 

BOMBA A 
(Eluente 
débil) 

BOMBA B 
(Eluente 
fuerte) 

 

DESECHOS 

INYECTOR PRECOLUMNA 

 

  

  

COLUMNA DETECTOR INTEGRADOR 
ANALITICA 

 

MODO DE ELUCION 

	>DESECHOS 

BOMBA A 	INYECTOR 

	›i 	Hl 	H=-.) 
BOMBA B 	PRECOLUMNA COLUMNA 	DETECTOR 	INTEGRADOR 

ANALITICA 

FIGURA 3,3 Esquema que ilustra los modos do inyección y elución en 

el switching de columna. 
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c) transferencia reversa, la cual es similar a la 

transferencia indirecta except.o que la fracción del analito de 

interés es transferido a la columna 2; 

d) transferencia por circuito, en la cual la fracción del 

analito de interés va de la columna 1 al circuito donde se dirije a 

la columna 2 en la cual se dosifica por un segundo sistema de 

bombeo C525). 

TECNICAS NISCELANEAS, 

Estas técnicas han sido pobremente explotadas y sólo en aiios 

recientes se han podido desarrollar aunque su uso esté muy poco 

difundido, sólo la primera ha tenido buena aceptación, por lo que 

más investigadores la han usado y su desarrollo ha ido en aumento. 

EXTRACCION POR FLUIDO SUPERCRITICO. Se emplean fluidos 

supercríticos como el dióxido de carbono para la extracción de las 

muestras (526,527), u otro, dependiendo de la naturaleza del 

compuesto a extraer (529,529). 

El fluido se encuentra en una fuente. Se emplea también una 

bomba Cya sea recíproca o de inyección), una columna de extracción 

que puede ser un simple tubo de acero inoxidable (530,531,532), y 

una vasija de colección del analito C533). 

Las extracciones pueden ser realizadas en forma estática, 

dinámica o recirculante. En el modo estático, la celda de 

extracción se presuriza con el fluido supercrítico y se permite que 

se equilibre antes de que el analito se remueva para su colección. 

En el modo dinámico, el fluido supercrítico pasa a través de la 

celda y el analito se colecta continuamente. En el modo 

recirculante, el mismo fluido se bombea a través de la muestra, 

después de un tiempo, esta se bombea al recipiente de colección 

C534). 

En la actualidad la extracción por fluido supercrítico se ha 

llegado a utilizar en combinación con otros tipos de técnicas de 

limpieza (535,536) como extracción en fase sólida, CLAR (537) o 

derivatización C539), e incluso se ha acoplado a un detector C539). 
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La principal ventaja se ha encontrado en su uso para compuestos 

termolábiles C540,641). 

Al variar la presión y la temperatura so mejora la eficiencia 

del sistema C643,643), aparte de la eficiencia propia de la columna 

C644). Esta eficiencia puede alterarse por saturación de la columna 

debido a la cantidad de muestra, el tiempo de extracción, la 

polaridad de la muestra y del solvente empleado C546,540). Además, 

la composición del solvente puede afectar la presión e diferentes 

temperaturas (547). 

La desventaja de esta técnica es el riesgo de usar gases 

comprimidos C548). 

CROMATOGRAFIA MISCELAR. Los sufractantes que se emplean como 

agentes formadores de par-•ión en fase reversa, se utilizan en gran 

concentración y forman miscelas favoreciendo la solubilidad de los 

compuestos hidrofóbicos en medio acuoso, aunque también puede tener 

carácter hidrofilico (549). Los surfactantes pueden reemplazar los 

modificadores orgánicos en la fase móvil C950,561), A mayor 

concentración, menor tiempo de retención en el analito (652). La 

selectividad se modifica controlando la concentración del 

surfactante C563). Puede hacerse la inyección de la muestra 

directamente, sin necesidad de limpieza previa (664,656.665). 

SAPONIFICACION, Es un método para elimánar lípidos neutrales 

pero el analito debe ser estable en base acuosa, Posterior a la 

saponificación debe realizarse una extracción con solvente 

orgánico, 



32 DESARROLLO DE METODOS ÁNALITICOS PARA LA CUANTIFICACION 

DE FARMACOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS.  

Tomando como referencia que se va a realizar una adaptación 

parcial del método analítico, en primera instancia, la etapa de 

desarrollo deberá cubrir al menos los siguientes raintos. 

1.- Condi(iones anal ~as preliminar.' 

) 

b) Tipo de detección. 

- Eficiencia de la extracción, digestión y d,:marrollo le la 

reacción. 

a) Elección del disolvente de extracción y diw.stión. 

b) Optimización de ta digestión y desarrollo de la reacción 

o formación del cromóforo. 

c) Método de agitación. 

d) Tipo de evaporación. 

e) pH. 

Optlmización del tiempo de agitaciób y 

:elección de la sustancia patr,An de refer.:41,:ia 

estandar interno C957). 

De manera general, la etapa do desarrollo es la etapa de 

optimizacíón de las condiciones del diseño. 

Es difícil distinguir entre la etapa de desarrollo y la etapa 

de diseño ya que en muchas ocasiones ambas se realizan a la par o 

son intercaladas. A veces, estando en la etapa de desarrollo se 

debe regresar a la etapa de diseño y a la revisión bibliográfica 

para ver si las características del analito pueden ayudar a 

resolver algún problema durante la optimización del método o 

retomar estas características para elegir una nueva técnica de 

análisis si la que se esta empleando no está resultando eficiente. 

Muchas otras veces, a la vez que se diseña se va ensayando 'y ami 

desarrollando el método analítico. Este proceso se visualiza 

esquemáticamente en la figura 3.4. 



Diseño de 

métodos 

   

RevisiOn 

Urhl ir lraf L: 

   

   

 

De,,- Arrollo de 

medodos 

FIGURA 3.4 Esquema que muestra el proceso de diseño y 

desarrollo de métodos analíticos, 



3.3 VALIDACION DE fVETODOS ANALITICOS PARA LA CUANTIFICACION 

DE FARMACOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS. 

La validación de los métodos analíticos permite 

parámetros estadísticos ':omia son: linealidad, reproducibilidad, 

exactitud, precisión, entre otros, obteniéndose información sobre 

la confiabilidad del método analítico. Por otra parte, los 

,:r¡iericis que deben cumplir los parámetros estadísticos son 

establecidos por la Secretaría de Salud del país (México), F.D.A. y 

F.I.P. , por parte do organismos interhacionaies, los cuales han 

publicado una serie de normas y especificaciones legales que 

respaldan al método analítico, y, tomando esta referencia, cada 

laboratorio llevará. a cabo una validación 'del mét.ndo analitico de 

acuerdo a sus neceaddados, 

Al 	k er mi no 	 «-:/.,Tkp,,, 	 i•  

documentación :-,7.iguionte: 

s Procedimiento de ValídaciOn. 

$ Criterios de Aceptabilidad. 

* Reporte de Validación. 

Por otra parte, para lograr un mejor entendimiento de la 

validación de los métodos analíticos, es conveniente seguir un 

esquema de conceptualización paso a pasol' os decir, seguir los 

siguientes pdntol: 

• Definición, 

S Procedimiento de Validación, 

* Parámetros 'estadísticos. 

s Criterios de Aceptación, 

Los métodos deberán cumplir con los siguientes criterios: 

Linealidad. 

Exactitud. 

Precisión. 

Reproducibilidad. 

Limite de detección. 

Limite de cuantificación, 



e. LINEALIDAD DEL METODO C959,560). 

Saleccionar 7 concentraciones, de preferencia igeales a los 

niveles ya estudiados para la linealidad del sistema. Se recomienda 

partir de la misma solución patrón, adicionada al plasma, suero o 

Especificidad 

Tolerancia. C5eit. 

Ademae es indispeneable eanneer la estabilidad del fármaco y/o 

SI f o sus Illt¿ob,711it05 (-aran en fluefea bielegicos como en el 

diaeLeeee:. y, o tase mevil en donde se liar 	euantificarion de la 

sustancia de int.eres. 

1,- LINEALIDAD nn. SISTEMA ,- 9eeee 

La lineaiidad oe un eistema e mai.el,  analit, 

para asegurar que los resultados analíticos, los cuales pueden ser 

obtenidos directamente o por medio de una transformación matematiea 

bien definida, son proporcionales a la concentración de la. 

sustancia dentro de un intervalo determinado. 

En base a los datos de concentración del fármaco reportados en 

la literatura, seleccionar entre 7 y 10 concentraciones para 

determinar la linealidad del sistema. 

Pesar una cantidad del fármaco y preparar una solución patrón 

en el disolvente de elección, a partir da la cual se obtendrán por 

diluciones las concentraciones seleccionadas para generar la curva 

estándar. De preferencia utilizar el estándar interna a una sola 

concentración para todos los puntos de la curva estándar y 

adicionarlo desde el inicio del procedimiento. Preparar suficiente 

cantidad, distribuirla en alícuotas y congelarlas, para hacer la 

cuantificación del fármaco diariamente y por duplicado a eada nivel 

da eoncentraciones, durante al desarrollo y validacióe del método 

analitico. Hacer la determinacien inicial de linealidad, analizando 

cada uno de los niveles de concentración seleccionados por 

triplicado. 

Determinar la linealidad del sistema obteniendo la pendiente, 

al intercepto y el coeficiente de determinaeión C960). 



sangre total . Di str i hui r 	al t t7uotas y c on.ael a r suf i i entes 

muest ras par a r aa 1 i 73r 	, ,,ran1 t i No: i 	por dupl : elr por 1 ..tt mehos 

duran(,9 $ di as. 

Del .ttr mi nar la 1 nel i 	del met ,Jdo tratando cada nuestra .i 

acuerdo al pr ocedi mi ento anal i 1.1 co pu opuesto. 	I nterpol r 1 

resultados 	la curva estándar. 

Obf.ener las curvas promedio u,r dio, tanto le la curva 

est andar coso de 1 os pr ohl t?mas y datar-mi nar 1 	gui ente 

parámetros; 

a) Parametr:.s de regresiOn lineal: 

Intercepto 

Pendiente 

Coeficiente de deter mi naci on 

b) Media aritmética 

c) Porcentaje recuperado (resultados absolutos). 

d) Coeficiente de variación por ni val da concentración y por 

todo el intervalo. 

CRITERIOS DE ACEPTACION (559). 

1. Hacer una. prueba de hipótesis para. la pendiente 

Ha: m = y 	 donde y . 1 

M y 
Calcular la "t" experimental 

Cm - y) csx) V( n 	11  

X 	 y/x 

Relación crítica bilateral con un nivel de signi icancia 

y = 0.05 para la pendiente 

2. Hacer prueba de hipótesis para ordenada al orinen 

Ho t b = 

Ht: h O 

Calcular la T experimental 

donde f? = cero 

 

  



2 

SCer . Ey - litExy - bEy 

3. Calcular la suma de ca l „.1, 

suma de c , tadr ados de la t 	•- le 	á 

FM 	 y I a 

93 

t 

Región critica bilateral 
	

de 5 	t 	I t 

= 0.09 para la ordenada al rl 

L cal 	u. 0. ,y7,,u 

2 

Comparar el valor de 1. .alcilak oh 	l 10 las tabla 

Si t calc 	t, tablas la hipótesis de nulidad no se rechaza. 

a 
>I 	3. R > 0.98 

4. R > 0.99 

9, I,R < 10.2i 

6. E. S. R. < -O. 90- 

7. C.0 R/C < 3.0 

8. PR = 0.98 - 1.02 

Construir la tabla de análisis de la varianza (ANADEVA) 

1. Calcular la suma de cuadrados regresión CSCr) y la suma de 

cuadrados del error de regresión (SCer) 

2 

(Ey) 

ScR = mExy by E 	1 

r, c. 

Donde 

r = Réplicas por concentración 

c. Número de concentraciones 



94 

7 	 7 

« 	SCep = Ey - CEy1) 

SCfa = SCer - SCep 

3. Construir la tabla del análisis de la varianza CANADEVAD 

con base a la siguiente tabla: 

4. Tabla de Análisis de Varianza 

Fuente de 	Grados de 	Suma de 	Media de 	F 

variación 	libertad 	cuadrados 	cuadrados 

Regresión 	1 	 SCr 	 SCr 	 SCr/MCer 

Error de 	n-2 	 SCer 	SCer/gler 

Regresión 

Falta de 	Cn-2)-t«Cr-1) 	SCfa 	SCfa/glfa 	MCfa/MCer 

Ajuste 

Error 	 t«Cr-1) 	 SCep. 	SCep/glep 

Puro 

4. Determinar en la tabla de la distribución de "F" los valores 

para "F" 	Cglr, gler; 0.95) y "F" Cglfa, glep; 0.96) 

F Cglr, gler; 0.99) 

F (gira, glep; 0.95) = 

5. Etablecer la decisión con base a la siguiente regla: 

Si Fr > ó = F Cglr, gler; 0.99) y 

Ffa < F (gira, glep; 0.99) 

El modelo lineal es correcto para'escribir la relación entre 

la cantidad adicionada CX) y la cantidad recuperada CY) 

Si Fr > a = F Cglr, Gler; 0.99) y 

Ffa > ó = F (gira, 910P; 0.95) 



= 0.050 

Calcular la "T" experimental 

exp = X - p / CDE / 1/7N 

Buscar el valor do T teórico en las tah 

libertad y a = 0.050 (mismo valor que IC). 

Comparar ol valor de T experimental con el 

Si t 0.025 < L cal < t 0.979 no se rechaza Ho y 	ml-:'.iodo se puede 

oe 

* 	Ho : X' ,  p 	donde p = 100 % adicionado 

it 

Hl :XAP 

Nivel do significancia Ca) 

Al modelo lineal se le debo adicionar un componente nn lineal 

para describir la relación de la cantidad adicionada CX) y la 

cantidad recuperada el!). 

Fr < iglr, yler; 0.99) y 

Fa > ó = F Cylafa, 1110P; 0. 95) 

Un modelo no lineal es corrocto para describir 	lelacien de 

la cantidad adicionada CX) y la recuperada (Y) 

3.-EXACTITUD (559,500>. 

La exactitud de un método analítico es la conc,Tdancia entre 

el valor obtenido experimentalmepte y el valor do referencia. Se 

expre.;a como el pociento de recobro obtenido del análisis de 

muestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas do la 

sustancia. 

Pueden emplearse los resultados do porcentaje recuperado de la 

linoalidad, pero siempre calculados en base a la cantidad 

adicionada. 

Si no so utilizan los resultados de la linealldad, hacer 10 

recuperaciones adicionando al blanco del fluido por analizar con 

cantidades conocida del analito y analizar las muestras de manera 

independiente por el mismo analista y en el mismo equipo. Registrar 

la respuesta. 

CRITERIOS DE ACEPTACION (559). 

Hacer prueba de hipótesis para la media 



considerar exacto con un a = 0.050. 

2. El valor del coeficiente de variación Ir. debe ser de acuerdo 

al método. Para métodos cromatográficos el coeficiente de variación 

aceptado es de máximo 2 X. 

4.-PRECISION (559). 

La precisión de un método analítico es el grado de 

concordancia entre resultados analíticos individuales cuando el 

procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una 

muestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en términos 

de Desviación Estándar o del Coeficiente de Variación. 

La precisión es una medida del grado de reproducibilidad y/o 

repetibilidad del método analítico bajo las condiciones normales de 

operación. 

a) Repetibilidad (559). Es la precisión de un método analítico 

expresada como la concordancia obtenida entre determinaciones 

independientes realizadas bajo las mismas condiciones (analista, 

tiempo, aparato, laboratorio, etc.). 

b) Reproducibilidad (559). Es la precisión expresada como la 

concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo 

condiciones diferentes (diferentes analistas, en diferentes días, 

en el mismo y/o en diferentes laboratorios, utilizando el mismo y/o 

diferentes equipos, etc,). 

Analizar al menos seis muestras de un mismo lote utilizando el 

método descrito. Registrar y calcular la respuesta obtenida. 

CRITERIOS DE ACEPTACION (559). 

Proceder de acuerdo al punto de exactitud, 

5.- REPRODUCIBILIDAD (559, 560). 

Se deberá determinar por dos analistas durante dos días a dos 

concentraciones distintas y por triplicado. 

Todas las muestras para el estudio deberán ser preparadas el 

mismo día por un analista y congelarse hasta el día del análisis. 

Los analistas deberán preparar individualmente las curvas estándar, 

las cuales estarán formadas cuando menos por cinco concentraciones 



N 	 2  

)(Límite de detección = 2 N donde N es la altura del ruido 

7. LIMITE DE CUANTIFICACION C559;560). 

Es la menor concentración de una sustancia en una muestra que 
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que serán iguales a los niveles ya considerados anteriormente. 

Obtener las curvas promedie,  pew día Y determinar por analista 

los siguientes parámetros: 

a) Parámetros de regresión lineal: 

Intercepto 

Pendiente 

Coeficiente de determinación 

b) Porciento recuperado, Cresultados absolutos) 

c) Media aritmétrica 

d) Coeficiente de variación por nivel de concentración y por 

todo el intervalo. 

CRITERIOS DE ACEPTACION C559). 

Regla de Decisión: 

Fcal > ó = Ftab, Ho se rechaza 

1. ai; Ho = No debe modificarse el porcentaje de recuperación 

cuando el método analítico lo realizan diferentes analistas. 

Ha = el porciento de recobro se debe modificar cuando el  

método analítico lo realizan diferentes analistas. 

2. Pj Ci) ; Ho = No debe modificarse el porciento cuando el 

método analítico es realizado por los analistas en días diferentes. 

6.- LIMITE DE DETECCION C559,560). 

Es la mínima concentración de una sustancia en una muestra la 

cual puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo 

las condiciones de operaciones establecidas. 

Hacer diluciones seriadas de la sustancia patrón de referencia 

hasta obtener una respuesta de dos veces por encima del nivel del 

ruido del sistema que por criterio universal se considera como el 

límite de detección. 

Calcular el nivel de ruido de la siguiente manera: 



pu.nd,:. ser determinada cona prISIC;r1 y e.xactited aceptables baje las 

condicinnes de operacionon estAllecidas. 

En diluciones sucesivas do la sustancia patrón de referencia 

determinar la cantidad mínima cuantificable, siendo esta, la 

cantidad mínima que cumpla con les siguientes criterios (560): 

La mínima cantidad que presente un coeficiente de" variación 

menor o igual al 19 %t, siempre y cuando la determinaciór, Se lleve a 

cabo cuando menos por duplicado y pe...r 1 menos 	 dLas, 

La mínima cantidad que por n premedio de por,entaie 

recuperado este comprendida. entre el valer r,re.l 	dos veces la 

desviacion estándar. 

8.-ESPECIFICIDAD (550,590). 

Es la habilidad de un método analítico para obtener una 

respuesta debida únicamente a la sustancia de interés y no a otros 

componentes de la muestra. 

La manera mas adecuada de conocer la especificidad de un método 

es obtener los metabolitos e inyectarlos junto con la sustancia de 

interés con el objeto de asegurarse que no interfieren en el 

análisis. Esto no siempre será posible, por lo que es necesario 

buscar en la literatura un método que este; reportado como 

específico y trabajarlo de ia misma manera. 

El primer paso es demostrar que los elementos nermales del 

plasma no interfieren con el analisis por lo que 	eecesarte 

aplicar el métedo a un placebo de plasma, sangre, suero u orina y 

comprobar que no existen intorfren,iav 

7fi. ni 915 posible concluir que el mer,,in am 	 sera 

necesario analizar la muestra utilizando otro sistema, otro método,  

de detección u otra técnica analítica; (por ejemplo, cromatografia 

de gases), 

El estándar interno deberá de ser el adecuado para que no 

interfiera con lose metabolitos y de preferencia una sustancia 

relacionada químicamente con el tármace de interés, 

Si no se cuenta con ,suficiente información sobre los 

metabolitos, es recomendable trabajar •con dos estandares internos 



3.- TOLERANCIA C559,560). 

La tolerancia de un método analítico es el grado a.1, 

reproducibilidad 1.' los resultados analíticos obtenidos por el 

análisis de la misma muestra bajo modificaciones de las condiciones 

con diferente tiempo de ret n,ión, ,70n A,leto de tomar una d.:,7isin 

de cuál es el más adecuadc. 

Deberá llevarse a cabo una prueba con objeto de comprobar st 

el anticoagulante de los tubos no interfiere con el análisis. 

Seria conveniente probar el método de análisis, adicionando a 

compuesto de interés, 

como analgsicos, 

las muestras de plasma que contenienen el 

otros fármacos utilizados comunmente, 

antibióticos, etc. 

Es necesario comprobar que 

desarrollo del método analítico, 

interferir con los resultados. 

el plasma adquirido para 

no contenga fármacos que puedan 

9.- ESTABILIDAD C559,560). 

Es la propiedad de una muestra preparada para su 

cuantificación, de conservar su integridad fisicoquímica y la 

concentración de la sustancia de interés, después de almacenarse 

durante un tiempo determinado bajo condiciones específicas, 

Se debe probar la estabilidad de la sustancia a analizar en la 

fase móvil o en el disolvente en la cual se va a cuantificar a 

intervalos razonables de tiempo a temperatura ambiente y mantenidas 

en refrigeración y/o congelación, y si es necesario, a temperaturas 

de menos 20 grados centígrados o inferiores, con objeto 1.5 

determinar por cuanto tiempo y en qué condiciones deben mantenerse. 

mientras se analizan, Este estudio se hará a intervalos razonables, 

dependiendo del tiempo que se necesite para el análisis de las 

muestras del estudio. 

También es necesario hacer el estudio de estabilidad en 

intervalos cortos de tiempo, 8 a 24 horas, para conocer si las 

muestras se pueden mantener sin descomposición durante la 

manipulación para su análisis C561). 



normales de operación, tales como diferentes temperaturas, lotes de 

reactives, columnas, sistemas de elución, tipos de empaque 

Csoporte, fase estacionaria, etc.:), condiciones ambientales, etc. 

Es necesario comprobar qué tan tolerante es el método a 

pequeñas variaciones que pueden ocurrir en los parámetros 

analíticos. Se recomiendan como ejemplo las siguientes pruebas: 

Fase móvil.- Cambiar las proporciones del o los solventes 

orgánicos. Si están en proporciones menores al 10 %, llevar a cabo 

pruebas con +/- 50 % de la cantidad de solvente. Si están en 

proporción mayor al 50 •%, hacer pruebas con +/- 10 %. Si la fase 

móvil es una mezcla compleja, manejar combinaciones diferentes de 

cada uno de los componentes C552). 

Columnas.-• Determinar con periodicidad la eficiencia de la 

columna cromatográfica durante el desarrollo y validación del 

método analítico, de acuerdo a un procedimiento previamente 

establecido. Comparar los resultados obtenidos sobre la misma 

muestra utilizando columnas cuya eficiencia difieran en 30 •/.. 

Temperaturas.- Si el método analítico requiere de 

calentamiento de la columna, probar con +/- 10 grados centígrados 

de la temperatura recomendada. 

CÁLCULOS. 

Calcular factor de capacidad Ck'), selectividad Ca), 

resolución y simetría CF). 

Calcular la eficiencia de la columna. 

CRITERIOS DE ACEPTACION C550). 

Factor de capacidad Ck'): 1 a 10 

Factor de selectividad Ca): 1 a 2 

Factor de simetría (F): 0.80'a 1.2 

Factor de resolución CR): 1.5 a 5. 



CAPITULO 4 

ETAPA 4. ETAPA DE APIALISIS. 



[ Verificar equipo analítico y columnas 

Acondicionado del equipo 

1 
Etapa analítica 

Aplicar el método analítico validado 

FIGURA 4.1 Esquema de las etapas que se involucran en la aplicación 

de un método analítico. 

Etapa preparativa 
	I 

 

	1-- 	 
Descongelar  muestras 

Revisar muestras para asegurar buen estado 

e identificación. No debe haber faltantes 

Verificar aparatos y equipo analítico 

a) Buen estado 

h) Mantenimiento 

c) Calibración 

1 
Verificar material de laboratorio 

a) Limpieza 

b) Identificación 

c) Freacondicionado fsilaniZación, p.ej.) 

Cuando va a realizarse el análisis, pueden distinguirse dos 

etapas. La primera se trata de una etapa preparativa y la segunda 

es la etapa de análisis propiamente dicha. En la figura 4.1 se 

visualizan estas dos etapas (563). 



Estos procedimientos están basados en lo que sen las GLP's que 

Abarcan recomendaciones para los cuidados que deben tenerse durante 

los días de análisis. En estos días, DO se permitirá el paso a 

"ninguna" persona ajena al laboratorio para evitar 

contaminaciones, pérdidas o confusiones de muestras y que no 

ecurran accidentes por no seguir las medidas de seguridad marcadas. 

Se incluyen los accidentes provocados sobre el equipo o las 

muestras debido a la "curiosidad" C564,565,566). 

Además de los procedimientos generales que deben existir on 

Lodo 01 laboratorio analítico para cumplir con tos procedimientos 

adecuados de laboratorio, es necesario contar cuando menos con los 

siguientes procedimientos estándar de operación Ce67,666); 

«Manejo de estándares. 

«Limpieza, mantenimiento y uso de cada una de las partes del 

cromatógrafo. 

«Determinación de las condiciones de las columnas. 

cromatográficas. 

«Lavado del material empleado en estudios de fármacos en 

fluidos biológicos, 

«Control de plasma, sangre, suero, orina, etc. utilizado para 

la validación del método, 

*Transporte adecuado de las muestras biológicas. 

«Manejo y conservación de las muestras en el laboratorio. 

«Preparación y control de los reactives utilizados en los 

estudios. 

«Recepción, inspección y registro de muestras biológicas. 

«Análisis de las muestras (uso de blancos, muestras control, 

muestras doble ciego, urden de los análisis, etc.). 

«Control de las muestras de retención. 

«Personal autorizado para llevar a cabo diferentes funciones  

«Uso de las libretas de informe. 

«Procedimientos para situaciones no previstas, 

«Reanálisis: 

%Informe de datos, 

Una vez determinadas todas las condiciones bajo las cuales se 



REPORTE DE METODO ANALITICO. 

Introducción y declaración general del problema incluyendo la 

sensitividad esperada. 

Descripción detallada del propósito del método, 

va a trabajar en el laboratorio y de haber repartido funciones al 

personal que va trabajar, puedo comenzarse el análisis CS69,570). 

La prueba determinante para cualquier método viene cuando éste 

es aplicado a muestras reales. De ningún método se puede decir que 

ha sido desarrollado y evaluado hasta que no ha sido aplicado. Esto 

quiere decir que el criterio de aceptación se logra cuando el 

método funciona para el propósito para el cual ha sido 

desarrollado. A este nivel se comienza a cuestionar la tolerancia 

del método y este puede ser un factor determinante para su 

aceptación. Se puede desarrollar un método específico con un límite 

de detección bajo, pero si las manipulaciones que tienen lugar son 

de gran dificultad para el analista, esto puede crear una fuerte 

resistencia para aceptarlo como un método analítico de rutina. Dado 

que, para un estudio en fluidos biológicos so maneja un gran número 

de muestras, la robustez del método es considerado de gran 

Importancia en el desarrollo del método analítico. 

Finalmente, el método debe documentarse ampliamente. Ya que 

muchas decisiones importantes se hacen sobre los resultados del 

análisis y sobre este registro se basa el desarrollo y la 

evaluación de mismo. De esta manera, se requieren dos clases de 

documentación. En un documento, se darán los detalles prácticos del 

método final de manera que el laboratorio pueda llevar a cabo el 

análisis de manera rutinaria. El segundo documento, que puede 

complementar al primero en detalle, debe ser el reporte definitivo 

del método, en el cual debe estar explícita toda la investigación 

que se llevó a cabo para el desarrollo del método que aclare 

cualquier duda que se tenga sobre el método. 

En la siguiente tabla se muestra un ejemplo de como puede 

realizarse un reporte: 



Desarrollo del método. 

Condiciones de extrac,:ión 

Estabilidad del fárma(,,  

Selección del sistema cueriatográfice 

Selección  del sistema de detrien 

Evalwmión del método. 

Recuperación durante el mótodo 

Precisión 

Exactitud 

Especificidad 

Sensitividad 

Aplicación C289). 

10=3 



CAPITULO 5 

ETAPA 5. ADOUJSICION Y EVALUACION DE DATOS CRONATOGRAFICOS, 



Existen des medidas cuantitativas 1r:ada-7. en 	 la 

alturas del pico y e1)roi. 4e4 pieo. Para cuarifificay.iHni 

preciso trabajar con áreas del pico. Las alturas de pico -ion utiles 

para la cuantificación cuande los tiempes de retención no son 

reproducibles o cuando los piCOS ne re.suelven adecuadamente (Rs a 

resolución < 1.9) 

La medida de las áreas del pico, se hacen por diverso% 

caminos: 1) tiempo de alturas y anchura a la altitud media; Jt) 

triangulación; 3) cortar y pesar; 1) planimetría; 9) integración 

DISC; 6) integración digital; 7) integración computarizada. 

Aunque puede recurrirse a cualquiera de estas opciones, a la 

fecha es muy accesible la integración digital y la computarizada, 

que reducen en mucho el error y facilitan al manejo de los datos, 

por lo que en esta sección únicamente se considerarán estas dos 

opciones que en realidad son la conclusión del desarrollo de las 

iniciales (971,872,573). 

Un integrador digital es un accesorio electrónico usado para 

determinar el área bajo el pico cromatográtieo. El corazón de un 

integrador digital es un convertidor de voltaje-frecuencia (V-F) 

que genera una velocidad de pulso de salida proporcional e la. selial 

de entrada. Durante el desarrollo de un pico, las pulsaciones del 

convertidor V-F son llevadas a un contador digital que acumula las 

pulsaciones per intervalos como II  a 12  (como se muestra en la 

figura 9.1). Los números, que tienen de cinco a siete dígitos, son 

producidos con una precisión de aproximadamente t-/- 0.5%. Muchos 

integradores digitales modernos tienen compensadores para el ruido 

de la línea base; sin embargo, los primeros modelos sólo son 

capaces dø manejar curvas similares como las que se muestran en la 

figura 9.1, 

Los integradores computarizados incluyen la capacidad del 

integrador digital pero además son capaces da ajustar el ruido da 

la línea base. Los programas se almacenan en estas uniados para 

procesar los ernmatogramas bajo una variedad de condiciones 

diferentes. El integrador computarizado moderno se programa para 

calcular concentraciones o compcMciones en porcentajo y, en 
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FIGURA 8.1. Cromatograma diferencial logrado por los más modernos 

recursos cromatográficos. El área sombreada es 

proporcional a la masa total eluida en el tiempo del 

intervalo Ct -t ). 1 2 
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calcular concentraciones o composiciones en porcentaje y, en 

algunos casos, se manejan picos pobremente resueltos mediante el 

manejo de los programas con que cuentan (974,575.978.577,578),  

Muchos integradores computarizados contienen un graficador que 

procesa datos que aparecen sobre el reporte del cromalograma (ver 

figura 5.2). El integrador computarizado puede proveer valores de 

precisión de +/- 0.514 o mejores C573,e179,980,591,882). 

Una vez que se ha decidido si emplear las alturas o áreas de 

pico, el analista debe contar con un método de calibración 

adecuado. 

Es necesario recordar que la exactitud so lleva a cabo a 

través de medidas precisas y calibración. Así, 

Precisión + Calibración = Exactitud. 

Debido a las pérdidas en la recuperación del fármaco y la 

variación inherente a la cuantificación de fármacos y sis 

metabolitos en fluidos biológicos, siempre se requiere la 

construcción de curvas de calibración a partir de los ensayos de.  

estándares en el medio biológico de prueba. Esto se refiere a que 

no se acepta el desarrollo de una curva estándar (respuesta vn. 

concentración de fármaco) de un sistema "limpio" como un buffer o 

agua, y usarla después para interpolar las respuestas obtenidas por 

un fármaco contenido en .una muestra biológica como plasma u orina 

CO3).5 

En el análisis biofarmacéutico se usan tres métodos de 

calibración: (1) el método del estándar externo; (2) el método del 

estándar interno y (3) el método de adición de estándar. 

METODO DE ESTANDAR EXTERNO C3). 

El término estándar externo es sinónimo de fármaco o 

metabolito solo. Después de que se desarrolla la curva estándar y 

esta muestra ser reproducible sobro un intervalo de relevancia 

experimental o terapeútica, entonces puede establecerse un 

protocolo para análisis de rutina. 

En un mismo día, se preparan cuatro o mas estándares de 

concentración decreciente del fármaco contenido on un "pool" de 
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empleado para las muestras. Despues del análisis se qrafican las 

alturas o áreas medidas de le.r. 	 contra la ,encentraci,Se 

del fármaco en la matriz biolAgica (fig '3.3). La línea debe pasar a 

través del origen si no hay interferencias o pérdidas del fármaco 

durante el desarrollo cromalcqrari,A.). Cuando la curva no logra 

pasar por cero en el origen, 	tendrán errores en las 

concentraciones interpoladas. Además, se debe obtener un 

coeficiente de (.errelación de 6.100 o m..?jor, si 5e espera obtener 

una precisión aceptable C í 10 	:'n 1 os ensayos subsecuentes 

C564). 

Existe Una seria dificultad en relación con el método del 

estándar externo y es que cada etapa en el ensayo debe estar 

cuidadosamente controlada. Si no es así, pueden introducirse 

errores por alteraciones en el manejo de varias muestras. Debido a 

esto, el método del estándar externo resulta en una pobre precisión 

en comparación con el método del estándar interno. 

Idealmente, el analista debe desarrollar ensayos que tengan 

una reproducibilidad absoluta del DO% en la recuperación del 

fármaco o melabolito. Este porcentaje resulta difícil de obtener 

debido a diversos factores corno son. la fuerza de enlace del 

fármaco a proteínas o a la pérdida por adsorción sobre la 

superficie del vidrio. Cuando se desarrolla el ensayo, se debe 

determinar la magnitud de pérdida del fármaco Cestándar externo) 

que ocurre durante el procedimiento previo. Es importante descubrir 

qué pérdidas son reproducibles y cuáles varían a diferentes 

concentraciones del fármaco. Esto se logra mediante análisis hechos 

por sextuplicado en diferentes puntos de un intervalo de 

concentraciones lo suficientemente amplio para cubrir las 

variaciones de concentracion del fármaco en el fluido biológico y 

se comparan los datos obtenidos con los 'de una curva estándar 

preparada con concentraciones decrecientes del fármaco disuelto en 

el solvente o solventes usados en el sistema crematográfico. Las 

recuperaciones absolutas pueden estar en un rango de 50 a 100% (9011 

es el nivel más bajo aceptable), pero, este valor debe permanecer 

siempre' en ,  lot; reportes publicad,s. 



00110itiVd 130 NOIOVHIN3ON09 

0t 	9 	9 	t 	 E 

ez4sanm aT ua 
ooemacI Tap u9Toesouaouo3 

°ovan; Tap apToouoosap 
ugToczouaouon uoo axosana aT ap a-4sandsau 

9 

9 

oi. 

E 

0
0

V
IN

E
IV

3
 1

3
0
 V

IS
3

fI
d

S
3

d
 

001901018 OCIIMA N3 00VINEINfd Nfl Vb1Vd1v3431 EIV0NVIS3 VAHEO e s Did 



NETODO DE ESTÁNDAR INTERNO (3). 

fobido a los problemas asociado-1s al método de estándar 

externo, se ha desarrollado un metede llamado do estándar interno. 

Un compuesto empleado corno estándar interno debe tener las 

siguientes características: (1) no encontrarse en la muestra 

biológica de interés; (2) tener propiedades fisicequimicas 

similares al compuesto que se desea cuantificar incluyendo el 

tiempo de retención y resolver de todos len demás picos del 

cromatograma; (3) se adiciona a las soluciones del estándar y 

muestras a una concentraci,án aproximadamente igual a la del Carmao 

analizado; (4) debe ser de alta pureza y preferiblemente de fácil 

disponibilidad (586). 

Un estándar interno se usa porque permite lograr exactitud y 

precisión en el ensayo. 

En la práctica, el estándar interno se adiciona en una 

concentración establecida a estándares y muestras. Se analizan los 

estándares, se determinan las relaciones de respuesta (alturas o 

áreas de pico) del fármaco/estándar interno y se grafican contra 

concentración del fármaco en el fluido biológico. 

Al adicionar el estándar interno a la muestra biológica, las 

variaciones en las cantidades de los extractos sometidos durante el 

procedimiento a la evaporación o suministrados para el análisis 

cromatográfico no afectan la exactitud y la precisión ya que se 

usan las relaciones (fármaco/estándar interno) en todas las 

determinaciones en vez de las alturas o áreas absolutas. Por medio 

de este método se eliminan también los errores en la inyección al 

cromatógrafo lograndose mayor reproducibilidad (686). 

METODO DE ADICION DE ESTÁNDAR C3). 

Aunque menos frecuentemente Usado, los métodos de adición de 

estándar tiene alguna utilidad en los procedimientos cuantitativos 

de CLAR, especialmente para analizar compuestos en el límite de 

cuantificación de un ensayo o cercano a él. 

En el método clásico de adición de estándar se agregan a tres 

o cuatro porciones de una muestra dada, concentraciones crecientes 

1.3 



RCA ó 8) 

Area del IS en el cromatograma A ó 8 

Un RCDIF) se determina como se indica: 

RCDIF) = RCB) - RCA) 

La concentración del fármaco en la muestra original se 

determina como se indica: 

(Cone de IS adicionado) CRA) 

Concrdesc) 

RCDIF) 

Donde: 

RCA) = respuesta relativa del fármaco en el cromatograma A 

CB) = respuesta relativa del fármaco en el cromatograma 

RCDIF) = resultado de la diferencia de las respuestas 

relativas de B menos A. 

CONCCDES.C.) = concentración inicial desconocida del fármaco. 

114 

del estándar externo i:fármaco a ser analizado) C3). Después del 

análisis cromatográfico, se miden las alturas o áreas del pico del 

compuesto y se grafican contra la concentración de estándar 

adicionado. Una curva típica de adición estándar se muestra en la 

figura 5.4. 

Un segundo método de adición de estándar sólo requiere dos 

análisis de una muestra (3). Este también posee gran exactitud y 

precisión porque incorpera el uso de un estándar interno. 

Primeramente, la muestra se inyecta al cromatógrafo después de la 

adición de una concentración conocida de estándar interno y se 

obtiene un cromatograma como el que se marca como "A" en la 

figura 5.5. Después del primer análisis cromatográfico, se adiciona 

una concentración de fármaco conocido a la muestra y se inyecta 

nuevamente al cromatógrafo obteniéndose un cromatograma como el 

seilalado en "9" en la figura 5,6. 

Las respuestas relativas, que es la relación entre el área del 

fármaco analizado Cya sea en A o en 19) y el área del estándar 

interno (IS) adicionado a dicho fármaco se calculan como se indica 

a continuación: 

Area del fármaco en el cromatograma A ó 8 
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FIGURA B.S. Cromatogramas obtenidos usando un método de adición 

de estándar interno. El primer cromatograma muestra la 

corrida después de la adición del estándar interno pero 

no del fármaco CAD. El cromatograma obtenido despUés de 

la adición de una concentración conocida de fármaco CED. 



Hay que considerar dos aspectos importantes en el segundo 

método de adición estándar. Primero, debe tomarse en cuenta 

cualquier cambio de volumen en la muestra después de la adición de 

una cantidad de fármaco. Segundo, como esta determinación se basa 

en un punto no puede poseer una presición y exactitud mejores que 

los métodos de estándar interno que utilizan estándares múltiples 

C507,588,5893. 

USO DE COMPUTADORAS PARA EL MANEJO DE DATOS. 

En la actualidad muchos laboratorios prefieren realizar el 

procesamiento de los datos mediante una computadora (590,592,598). 

Los sofware son de , gran utilidad sobre todo cuando se maneja una 

gran cantidad de datos. Sin embargo. el uso de un sofware también 

requiere de validación (591a, 

Existen métodos de simulación por computadora que reducen 

tiempo en los estudios. Esto es una gran ventaja debido a la 

dependencia del tiempo en la cinética. También reduce tiempo en el 

caso de estudios que sólo requieren una dosis del fármaco que se 

administran en intervalos de tiempo muy cercanos el uno del otro. 

El perfil total de tiempo-concentración se analiza por regresión no 

lineal y los parámetros para la velocidad y extención de la 

absorción se estiman como parte del modelo fijado. Estos modelos 

también predicen la precisión y exactitud que tendrán los estudios 

para cualquier orden de cinética, tanto en estudios de 

biodisponibilidad absoluta como relativa. La cantidad de muestras 

no afectan la precitión (593,600, 

El programa Monte Carlo también preveo la robustez del modelo 

fijado a un estudio coca). La duración de la absorción, el 

intervalo de tiempo entre dosis, la dosis y la duración del 

muestreo son variables de gran importancia para la presición de los 

estimados. El método generalmente da un bajo estimado cuando se 

tiene una baja absorción (596,5973. 

Las computadoras en el laboratorio, de manera. general, se 

utilizan como calculadoras, y no para cálculos específicos. Por 

esto es que debe programarse la computadora con las fórmulas 
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adecuadas que faciliten el cálculo específico de los datos 

obtenidos. 
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CAPITULO 6 
DESTOSO FINAL DE LOS !MULTADOS 



6.1 F310DISPONIBILIDAD (509,600). 

La distinción entre biodisponibilidad y biodisponibilidad 

relativa es importante. Cualquier estudio que evalue la cantidad 

relativa de un fármaco administrado que llega a la circulación 

general y la velocidad a la cual esto ocurre se considera un 

estudio de biodisponibilidad. Por lo tanto, esta categoría incluye' 

estudios en los cuales un fármaco se administra oralmente y la 

extención de la absorción se compara con los resultados de la 

administración intravenosa (la cual provee el 100 y,  de 

biodisponibilidad). Los estudios do biodisponibilidad abarcan la 

determinación de la biodisponibilidad relativa de un fármaco activo 

en dos o más formulaciones, sin considerar la cantidad absorbida 

que se le reconoce a cada formulación. 

La biodisponibilidad de un fármaco está controlada por tres 

factores principales: (1> la velocidad y extensión con la que se 

libera el fármaco de la forma de dosificación, ca) su subsecuente 

absorción de la forma en solución, (3) la biotransformación durante 

el proceso de absorción. 

En todas las determinaciones de biodisponibilidad, se realiza 

una medición de la concentración del fármaco en varios fluidos 

corporales, por ejemplo, sangre, plasma y orina. Las 

concentraciones en plasma seguida de la administración oral de un 

fármaco asume cuatro fases secuenciales: 

1. absorción > eliminación 

2. absorción te eliminación 

3. absorción < eliminación 

4. absorción . 0; eliminación > O 

La forma exacta de la curva de la concentración en plasma 

dependerá de la velocidad relativa de absorción y eliminación. Esto 

implica que las curvas de concentración plasmática será tan 

diversas como las diferentes vías de administración (fig. 6.1). La 

vía intravenosa y en ocasiones la intramuscular dan de inmediato un 

pico agudo debido a la rápida o casi instantánea absorción, sin 

embargo, las vías oral, subcutánea, rectal y otras pueden mostrar 
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ORAL 

TIEMPO (}!ORAS) 

FIGURA 6.1. Perfiles de concentración en plasma donde se muestra el 

efecto do las diferentes rutas de administración, 

121 



1211 

picos retardados debido a una baja velocidad de absorción. Debe 

netarse que la velocidad de eliminación se considera constante ya 

que esta depende principalmente de la naturaleza específica del 

fármaco como ingrediente activo. Así, la "fase 2" o los picos, 

está determinada solamente por las velocidades de absorción. 

La estimación de la. biodisponibilidad a partir de curvas de 

concentración de plasma requiere de un amplio entendimiento de la 

naturaleza de tales curvas. Por ejemplo, un pico alto o agudo no 

necesariamente significa una mayor absorción que en un pico pequeho 

o retrasado. La absorción total de un fármaco os proporcional no 

sólo a las concentraciones de plasma que se logran, sino también a 

la extensión de tiempo que esas concentraciones se mantienen en la 

sangre o plasma. Un parámetro que caracteriza este aspecto es el 

área bajo la curva de concentración vs tiempo, La mayor 

contribución al área bajo la curva para una formulación que se 

absorbe rápidamente es debida a la altura del pico de 

concentración; a diferencia de una formulación que se absorbe 

lentamente el área es debida principalmente a la concentración 

sostenida o prolongada en plasma. Debe notarse que el área bajo la 

curva de concentración vs tiempo CAUCA os sólo proporcional a la 

cantidad total de fármaco absorbido y no puede ser empleado para 

determinar la cantidad de fármaco administrado comparado con un 

estándar de concentración conocida, para eso, la extensión de la 

absorción se mide por cualquier otro método o se asume que es el 

100 5. en el caso de la administración intravenosa. 

Sé cuentan con muchos métodos para medir AUCa.. A continuación 

se describen tres de estos. 

LA REGLA DEL TRAPEZOIDE C599). 

Este es el método más simple y consta de dividir la curva do 

concentración de plasma vs tiempo en varios trapezoides Cfig. 6.2), 

calcular las áreas de los trapezoides individuales y adicionar 

estas áreas en forma acumulativa: 



TIEMPO (HORAS) 

FIGURA 6.2. Aplicación de la regla del trapezoide en el cálculo del 

área bajo la curva de concentración en plasma-tiempo. 

El área sombreada representa el área calculada. 
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AUCL = (Co + Ct) 	 ("Ci + Cz) 

N 
	 -.• 	 Cti + to) + 	 Ctz 	ti) 

a 	 2 

„ . + CCn-t - Cz) 

2 

n 

AUCL = £ CC:-i + 

2 

Las unidades para la AUC son: concentración x tiempo, por 

ejemplo, pg.hr/m1 o mg.min/litro. 

Como regla general, entre mayor sea el número de segmentos o 

trapezoides formados, mayor será la exactitud. En otras palabras, 

entre más cerrado sea el intervalo entre cada lectura que se toma 

de la concentración en plasma, más exacto será el resultado. Un 

resultado exacto se obtendrá sólo cuando el número de trapezoides 

es infinito. Si los valores de la concentración en plasma están muy 

alejados uno de otro, puede construirse una curva suave, 

dividiéndola en un gran número de trapezoides. 

El AUC es proporcional a la dosis absorbida sólo cuando los 

cálculos se extienden al punto donde la concentración de plasma 

tienden a cero. Esto algunas veces no es posible , en tal caso la 

comparación puede hacerse a un tiempo dado o la concentración en 

plasma puede extenderse a la forma de la curva que so muestra en la 

figura 6,3. Cualquiera de estas aplicaciones adicionan un error 

sobre la estimación de la biodisponibilidad. 

METODO DE LA INTEGRACION (599). 

La velocidad del cambio de concentración en plasma CC) 

describe como: 
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FIGURA 6.3. Extrapolaciones de los perfiles de concentración 

plasma de acuerdo a la forma rhe las curvas. 
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dC/dt = velocidad de absorción - velocidad de absorción 

= ka Xa - KeX 

donde ka y Ke son las constantes de velocidad de absorción y de 

eliminación y Xa y X son las cantidades de fármaco en el tracto 

gastrointestinal y el cuerpo respectivamente. Una integración de 

esta ecuación entre los límites do tiempo para los cuales el 

fármaco permanece en el cuerpo según se refleja por la 

concentración en plasma se expresa a continuación: 

-kt 	-Kat 

C =ACe 	-e) 

y el área total bajo la curva CAUC) para la cual se define la 

integración entre el tiempo cero y el infinito: 

1 	1 

AUC 	A C 	- 	) 

ka 

METODOS FISICOS (599). 

Pueden utilizarse una variedad de métodos físicos como el 

recortar las gráficas y pesarlas, o utilizando un planímetro. 

Con la ayuda que actualmente brinda la computación para la 

realización de los cálculos, los métodos físicos han entrado en 

desuso. Además, el error de las determinaciones analíticas se 

incrementan con el error humano. Sin embargo, la determinación de 

la biodisponibilidad por estos métodos es muy simple. 



6.2 190EQUIVALENCIA (599.600). 

Los investigadores biofarmaceuticos deberían diseZat estudios 

en humanos, conducir experimentos "in vitro" o en animales de 

laboratorio, de tal manera que el análisis do los resultados 

obtenidos indicara cual fue la fuente de variación y se pudiera 

afirmar, a un nivel de confianza dado, 5i r ada fuente de variación 

fue significativa o no. 

El análisis de varianza CAMOVA) es un procedimiento 

estadístico para descomponer la variación total do un juego de 

observaciones de un experimento en componentes asociados con 

fuentes de variación controlables (definidos) tales como: 

1. Por el tratamiento, 

E. por los individuos Co grupos de individuos) y fuentes do 

variación no controlables Cpor ejemplo, error o error 

experimental). 

Por tratamiento se entiende cualquier diferencia entre las 

unidades experimentales (individuos) que se han introducido 

deliberadamente para observar su efecto. 

Dichos tratamientos pueden ser dosis distintas do un fármaco 

todas ellas dadas en la misma forma farmacéutica por la misma vía 

de administración, o diferentes formas farmacéuticas de un fármaco, 

con la misma dosis y, todas ellas, por la misma ruta de 

administración, o diferentes "niveles" de un factor único Cpor 

ejemplo, la fuerza utilizada para la compresión de un mismo 

granulado), 

Se utiliza el análisis de varianza para evaluar la diferencia 

entre medias de varias poblaciones que se suponen diStribuidas 

normalmente. La hipótesis que se prueba, comunmente especifica que 

las medias son iguales; a representa un nivel de significancia 

pre-asignado para rechazar esta premisa de igualdad. 

Se dice que existe un error de tipo I Co error a); cuando la 

hipótesis probada, siendo verdadera, se rechaza. 

Si la hipótesis de que las medias son iguales es falsa y al 

probarla se aceptase como verdadera, ocurrirá, entonces, un error 

de tipo II Co error (3). 



La significancia estadística, tal como se le obtiene en ANOVA, 

es función de la diferencia verdadera entre las formulaciones y de 

la precisión de la prueba. Esta última resulta, a su vez, afectada 

por el número de individuos utilizados en el estudie: y por la 

"variabilidad" de los datos. Por ejemplo, podría encontrarse que 

dos áreas de 16 y 17 son significativas con una probabilidad menor 

al 0.001 y que esta diferencia de 2 unidades-área no fuese 

importante clínicamente. Por otro lado, podría utilizarse un grupo 

menor de individuos, probarse dos productos y obtener la misma 

respuesta, que resultaría no significativa con una probabilidad 

mayor al 0.05 y concluir que no hay diferencia entre las 

formulaciones estudiadas; sin embargo, la "variabilidad" puede 

ser muy grande y, el aceptar la anterior como la respuesta 

"correcta", sería autoengañarse. Una alternativa a la prueba de 

hipótesis es el uso de intervalos de confianza. 

Si Br es la biodisponibilidad del producto referencia y Bn es 

la biodisponibilidad de un producto nuevo, mediante prueba de 

hipótesis puede concluirse que Br = Bn o que Br t Bn, pero el 

enfoque de intervalos de confianza puede determinar la magnitud de 

la diferencia EBr - Bnl y determinar si dicha diferencia es lo 

suficientemente pegual:me para ser aceptable. Aunque el enfoque de 

intervalos de confianza utiliza los mismos números y cálculos que 

en las pruebas clásicas de hipótesis, proporciona otra forma para 

seleccionar los niveles a y 7. El especialista clínico o 

farmacólogo puede especificar que la biodisponibilidad de un nuevo 

producto en relación a un producto de referencia debe estar dentro 

de un cierto margen y que ésto debe conocerse con un nivel de 

confianza dado. 



Fármaco en el 

sitio del 

depósito 

1.3.FARMACOCINETICA (599,600). 

El principal problema que se tiene para proporcionar una 

interpretación significativa de la respuesta biológica de un 

individuo cuando se le administra una dosis dada del fármaco, es la 

inaccesibilidad al sitio de acción para determinar la concentración 

del fármaco en el mismo. Con el objeto de solucionar este problema, 

se ha desarrollado la técnica del and/isis de compartimientos; coste 

es un intento de definir cuantitativamente qué le ocurre al fármaco 

en función del tiempo, desde el momento en que es administrado 

hasta que ya no se encuentra en el cuerpo. 

Los componentes esenciales de un esquema de compartimientos 

incluyen la transferencia del fármaco del sitio de absorción a la 

sangre y los pasos involucrados en la distribución y eliminación 

del fármaco en el cuerpo, tal como se indica en la figura 6.4. 

Fármaco en 	St4 
	Fármaco en 

otros fluidos 
	

tejidos u 

de distribución k-4 
	

órganos 

k3 k2 1-2 

Fármaco en sangre  

k-3 Fár maco en 

k5 	orina 

k-5 
1,6 	> Fármacos en 

	 otros fluidos 

de excresión 

Id  

k-71 

  

 

k-6 

   

Fármaco metabolizado 

1k8 	 k-91 1k9 
Metabolito 	 Metabolito en 

en orina 	 otros fluidos 

de excresión 

FIGURA 6.4. Esquema de compartimientos que muestra la transferencia 

del fármaco en el organismo. 
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El conocimiento de los procesos de absorción, distribución, 

metabolismo y excreción [sistema L.A.D.M.E.) hace que se concluya 

que, con un sistema tan simple como el que se ha presentado, no se 

pueden explicar todas las situaciones. El efecto del primer paso 

(degradación del fármaco unido a proteína, su metabolismo por la 

flora bacteriana, su retención en el moco intestinal o en las 

membranas biológicas y su metabolismo en el primer paso por el 

hígado en la absorción oral), hace que la. fracción de dosis 

absorbida no sea igual a 1; ya en la sangre, el fármaco se 

distribuye rápidamente entre el plasma y los eritrocitos. En el 

plasma, muchos fármacos so unen extensamente a proteínas 

(usualmente albúmina), alcanzándose el equilibrio rápidamente; esto 

afecta necesariamente la distribución extravascular, pues el 

fármaco libre es el que se difunde a los tejidos. 

La distribución es La transferencia del fármaco de la sangre a 

los fluidos extravasculares (por ejemplo, el líquido instersticial) 

y a los tejidos; este proceso generalmente es rápido y se asocia, 

con frecuencia, a constantes de velocidad relativamente grandes; 

aún más, es un proceso reversible. De esta manera, el fármaco que 

se encuentra en el plasma está en equilibrio (dinámico) con el que 

se encuentra en los eritrocitos, con el que está en otros fluidos y 

el de los tejidos; por esta razón, la concentración en plasma 

refleja los cambios en los niveles del fármaco 'en otros tejidos 

incluyendo los sitios donde el fármaco ejerza su acción 

farmacológica (50g). 

La transferencia del fármaco de la sangre a la orina 'y a otros 

compartimientos acumulativos (saliva, sudor y bilis, -p.e), se 

denomina excreción. El metabolismo es la transformación bioquímica 

o enzimática del fármaco en los tejidos, el plasma e hígado, a 

productos metabólicos generalmente inactivos. Usualmente, estos 

procesos son irreversibles; el conjunto de estos pasos se denomina 

eliminación del fármaco, siendo este proceso el responsable de la 

desaparición del fármaco en el organismo. Las constantes asociadas 

con la eliminación del fármaco son, frecuentemente, mucho menores 

que las constantes de velocidad asociadas al proceso de 



FIGURA 0.5. Representación de una administración de dosis 

intravenosa, 

El cuerpo puede conSiderarse renio un arreglo de 

compartimientos separados, cada uno de los cuales contiene una 

fracción de la dosis administrada. La transferencia del fármaco de 

un compartimiento a otro, so asocia con una constante de velocidad 

específica Cic) para cada transferencia en particular; la magnitud 

de la constante de velocidad determina qué .tan r:ápido ocurrirá 

distribución. De esta manera, el fármaco alcanza el equilibrio en 

la distribución antes de que cualquier fracción significativa de la 

dosis sea eliminada del cuerpo. En este caso, el cuerpo aparenta 

tener las características de un sólo compartimiento; en otras 

palabras, la distribución no es evidente. Eso describe el modelo 

abierto de un compartimiento CMAUC) el cual presenta los esquemas 

más simples; en la figura 6.5., se ropresenta el caso para la 

administración de una dosis Cholo) intravenosa. 



dicha transferencia (5119). K es la llamada constante de 

transferencia 'Dial y es simplemente la suma de todas las 

constantes (E66): 

K - te t. km t kp 	.„ 

La propiedad aditiva de las constantes de velocidad es de gran 

importancia ya que permite el cálculo de constantes desconocidas y 

la fracción total do los fármacos removidos desde el cuerpo por una 

vía específica. Por ejemplo, la fracción total de fármaco 

metabolizado se expresa por: 

Fm = km K 

Intimamente relacionada con la constante de velocidad de 

eliminación se encuentra la vida media biológica, periodo de 

semieliminación o tiempo medio de eliminación, 

t1/2 . 0.693 / K 

Un compartimiento no necesariamente es una entidad anatómica, 

sino que so define como un "recipiente" cinéticamente 

distinguible en términos del perfil gráfico de la concentración del 

fármaco contra el tiempo. En.otras palabras, es posible conocer la 

cantidad del fármaco en un compartimiento en función del tiempo sin 

que realmente se sepa donde está ese compartimiento físicamente 

situado. 

Por ejemplo, se considera a la sangre como compartimiento 

central; la otra opción la constituyen los tejidos y los órganos a 

los cuales so distribuyen el fármaco con una rapidez prácticamente 

instantánea. Este compaAimiento so comporta como un todo 

homogéneo. 

Un compartimiento identificable físicamente es la orina; se le 

denomina compartimiento acumulativo, puesto que el fármaco ya no se 

reintegra al llamado :cuerpo farmacocinético Cel conjunto de 

compartimientos directrices, o sea, los que impulsan al fármaco a 

otros compartimientos). 

En los humanos, los estudios farmacocinéticos generalmente se 

limitan a muestras de sangre y orina; los parámetros obtenidos de 

los modelos matemáticos se acoplan con el conocimiento de la dosis 

administrada y otra información recabada en estudios separados, 
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romo lo es la unión a proteínas. 

Ll transierencia de un compartimiento a otro, puede asociarse 

a ena . mas constantes de velocidad, lo que significa que se ha 

modificado en algún grado nd sistema. 

Generalmente la velocidad de transferencia del fármaco de un 

compartimiento a otro, sigue una cinética de primer orden, pues 

depende del gradiente de concentración del mismo entre los 

compartimientos. Las excepciones se encuentran en aquellos casos 

donde intervienen sistemas cuya capacidad sea limitada; por 

ejemplo, en el metabolismo, el sistema enzimático puede saturarse 

cuando se excede cierta concentración del fármaco y el proceso 

sigue una cinética de orden cero; el mismo caso se presenta en la 

secreción tubular activa a nivel del glomérulo renal C599). 

La constante específica de velocidad para los procesos de 

primer orden, son las constantes de proporcionalidad de 

transferencia y la concentración del fármaco en el compartimiento 

de procedencia, si se asume que el proceso sólo ocurre en una 

dirección, la ley de la velocidad puede escribirse: 

	

dC / dt 	- k C 

donde dC/clt es la velocidad de transferencia, C es la concentración 

del fármaco on el compartimiento a partir del cual se lleva a cabo 

la transferencia Cpor ejemplo, el plasma) y k es la constante de 

velocidad asociada con el proceso. El signo negativo indica que hay 

pérdida del fármaco en el plasma. Cuando se hace referencia a la 

velocidad con la que aparece el fármaco en el otro compartimiento, 

entonces el signo es positivo; por ejemplo, la velocidad con la que 

aparece el fármaco en la orina se describe; 

	

dAor / dt 	r Kr Ac 

donde dAoridt es la 'velocidad de aparición del fármaco en orina, Kr 

es la constante de velocidad de excreción renal y Ac es la cantidad 

de fármaco en el compartimiento central. 

Los esquemas que se propongan deben caracterizarse por 

utilizar el menor número de compartimientos que sean compatibles 

con el cursa ,temporal de los datos experimentales. Per'esta razón, 

debe probarse el modelo matemático obtenido para, así, obtener el 
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mejor ajuste (599). 

VOLUMEN DE OISTRIDUCION APARENTE (268). 

El concepto de volumen de distribución establece un parámetro 

matemático que relaciona la cantidad de fármaco en el cuerpo con la 

concentración plasmática. Se define habitualmente como el volumen 

de líquido del cuerpo en el cual el fármaco aparentemente se 

disuelve. 

Después de una inyección intravenosa, el fármaco se 

distribuye y se equilibra con todos los tejidos. Una vez que se 

logra el equilibrio esta relación no cambia, de modo que el volumen 

de distribución, Vd, puede obtenerse de la relación: 

Vd . Conc. fco. en cuerpo/conc. plasmática 

En la práctica, el volumen de distribución aparente de un 

fármaco suele calcularse administrando una inyección intravenosa de 

éste; luego se determina la concentración plasmática a diferentes 

tiempos después de la inyección y la serie de concentraciones se 

representa gráficamente en función del tiempo en papel 

semilogarítmico o bien se elabora un gráfico de coordenadas 

cartesianas que exprese la concentración plasmática en logaritmo. 

La extrapolación de la recta obtenida hasta tiempo inicial nos 

proporciona la concentración inicial (Co). Finalmente, basta 

dividir la dosis administrada por el valor Co de la extrapolación: 

Vd = Dosis / Co 

El volumen de distribución no tiene significado fisiológico 

directo y no se refiere al volumen real de algún compartimiento, Si 

el fármaco se une a los tejidos o se localiza en lOs 

compartimientos profundos (huesos, lipidos), el volumen de 

distribución adquiere un valor elevado que sobrepasa el volumen 

real del organismo. 

Si el volumen de distribución se divide por el peso corporal 

del individuo adulto, de estatura y peso normales, se obtiene el 

coeficiente de distribución, ,C1': 

A' . Vd / peso corporal 



DEPURACION C260). 

El concepto de depuración o acclaramir•nto C"clearance") 

implica esencialmente el proceso de eliminación renal de una 

sustancia. Sin embargo, este concepto se ha extendido para 

describir la eliminación por o desde órganos como el hígado y otros 

de menor importancia como el estómago, pulmones, etc. 

La depuración de un órgano se define como el volumen del medio 

de perfusión que es purificado de un fármaco por ese órgano en la 

unidad de tiempo. 

La depuración es una propiedad aditiva: su valor total es la 

suma de la depuración de cada uno de los órganos eliminadores. 

La mayoría de los fármacos o sus metabollios se eliminan a 

través de riñón. La depuración renal se refiere al volumen de 

plasma que es depurado del fármaco en la unidad de tiempo por el 

rihon. 

La depuración renal CClr) puede obtenerse a partir de datos de 

excreción renal, ya que: 

dE/dt 

Cir - 

C 

donde dE/dl. es la velocidad de excreción renal del fármaco y C la 

concentración plasmática medida en la mitad del intervalo de tiempo 

en que se obtienen las muestras de orina. En un gráfico de dE/dt en 

función de C, la depuración renal está determinada por la pendiente 

de la recta obtenida. Otra manera de calcular la depuración renal 

consiste en determinar la cantidad por el área total bajo la curva 

de concentración plasmática en función del tiempo: 

oo 

Clr 
	 / 	C di 

También la depuración hepática es importante en 

farmacocinética. El hígado es el principal órgano eliminador de 

fármacos. Situado entre el tracto gastrointestinal y la circulación 

general, recibe la mayor parte de la sangre que proviene de dicho 

tracto y, por lo tanto, los fárnmcos absorbidos allí pasarán 



primero por el hígado. Por la gran capacidad metaholizante de este 

órgano, puede reducirse la disponibilidad de fármacos administrados 

por vía oral, es decir, la fracción de la dosis oral quo llega. 

intacta a la circulación sistémica. Esta eliminación hepática 

presistémica de un fármaco es lo que se llama "efecto del primer 

paso" y es particularmente importante en los fármacos que son 

extraídos en alto grado por el hígado. 

Una expresión ampliamente utilizada en la actualidad es la 

de "relación de extracción hepática" o "porcentaje de extracción 

hepática", que es el porcentaje de fármaco irreversiblemente 

metabolizado a cada paso por el hígado: 

Relación de extracción 	Depuración metabólica media 

hepática 

Flujo sanguíneo hepático 

Depuración metabólica media = fm K Vd h 

donde fm = fracción de la dósis metabolizada , y 

X = constante que expresa la relación entre la concentración 

sanguínea y plasmática 

La eliminación hepática puede estar limitada por el flujo 

sanguíneo y por la capacidad intrínseca del órgano para eliminar 

fármacos y por la unión a proteínas. 

La depuración total de un fármaco es el resultado de la 

eliminación de éste por todos los mecanismos eliminatorios del 

organismo: excresión renal, hepática, pulmonar, metabólico, etc., 

y, por lo tanto, está relacionado con la constante de velocidad de 

eliminación total, la cual, como se ha se5alado antes, es la suma 

de todas las constantes de velocidad de eliminación individuales de 

los mecanismos que se encargan de esta función. 

La ecuación que relaciona la depuración total con la constante 

de velocidad de eliminación total es: 

Clr = K Vd 

Tambión puede expresarse la depuración total en función de la 

vida media biológica o tiempo medio de semieliminación: 



donde 
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Clr = 0.893 Vd / t1/2 

CINETICAS DE PRIMER ORDEN C599). 

Gran número de fármacos se administran oralmente o por otra.; 

rutas por las cuales la absorción no es instantánea y sigue una 

cinética do primer orden: 

dX/dt = laXa KX 

donde ka es la constante de velocidad de absorción y Xa es la 

cantidad de fármaco remanente en el sitio de absorción, por 

ejemplo, el estómago o el intestino. Esta ecuación puede ser 

integrada de la siguiente forma: 

kaFXo 	-Kt 	-kat 

X = 	 Ce 	e ) 

Cka K) 

kaFXo 	-Kt 	-kat 

C = 
	 Co 	- e 	) 

Cka - K)V 

donde F es la fracción de dosis administrada Xo, que se absorbe 

después de la administración oral o por otra ruta. 

En algunos casos, la constante de velocidad do absorción, ka, 

es mayor que la constante de eliminación, K. Como la cantidad de 

fármaco remanente en el sitio de absorción disminuye, la velocidad 

de absorción disminuye también y la concentración en plasma se 

describe únicamente por la constante de eliminación del fármaco: 

kaFXo 	-Kt 

	

C'   e 

Cka -- K)V 

Estas ecuaciones se refieren a la fase post-absortiva. La 

constante de velocidad de absorción, ka, se determina mediante una 

técnica llamada Método de los Residuos: 

-Kt 	-kat 

	

C = Ae 	- Ae 



C 

 

t e 

 

V 

donde k' es la constante de velocidad de eliminación o de 

absorción. El tiempo en el cual ocurre la máxima absorción 

plasmática os: 

to = 1/k' 

Cmáx = 0.37FXo / V 

El término FXo/V representa Co después de la administración 

intravenosa de una dosis igual a Xo. 

A - 

Cka - K) V 

El tiempo en el que el máxima de la concentración plasmática 

ocurre puede ser determinado fácilmente ya que en este tiempo; 

kaXa 	KX 

dC/dt = O 

7 
dC 	ka FXo 	-kodp 	kaKFX0 	-Ktp 

e 	 e 

dt Cka K)V 	 Cka K)V 

donde tp = al tiempo en el cual C = Cmáx. Esta ecuación puede 

resumirse en: 

2.303 	ka 

	 log 

Cka K) 

Cmáx puede obtenerse sustituyendo tp en la siguiente ecuación: 

-Kt 	-kat 

C = kaFXo/Cka-K)V Ce 	- e 	) 

Existen casos donde la constante de velocidad de absorción es 

de valor semejante a la constante de velocidad de elindnación. En 

este caso, la concentración plasmática se define como: 

k'FXo 	-kt 

kaFXo 



CONCLUSIONES 
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El proceso en la cuantificación de fármacos en fluidos 

biológicos exige muchas etapas que deben ser cuidadosamente 

disertadas y seguidas en detalle para evitar el fracaso de un 

bioanálisis. 

Lo que más dificulta llevar a cabo un estudio biofarmacéut.ico, 

es no contar con pasos asignados que garanticen el éxito del 

análisis. 

La diversidad de los fármacos que se desea estudiar, sus 

variados efectos y sus diferentes propiedades físicas y químicas, 

hacen literalmente imposible precisar una guía para todos los casos 

ya que es necesario diseriar un estudio específico para cada caso en 

particular. 

Es posible hablar de pasos o etapas secuenciales para llevar a 

cabo un análisis, desde como obtener una muestra, hasta llegar a 

interpretar los resultados que se derivan de los análisis, a pesar 

de no contar con una guía para todos los estudios. 

Se ha podido ver que es importante seguir las Buenas Prácticas 

de Laboratorio para evitar introducir mayor error en el análisis 

debido al manejo de las muestras y al desarrollo del análisis a la 

cuantificación en si. 

Los métodos que existen para realizar un estudio 

biofarmacéutico son muy diversos. Para seleccionar alguno se toman 

en cuenta las propiedades del analito y elegir la más adecuada 

dependerá de las características del analito y de la matriz 

biológica. 

No existe una técnica que sea mejor que otra, la eficiencia 

siempre estará ligada a las propiedades del analito 'y de la matriz 

biológica. Sin embargo, es útil conocer la mayoría de estas 
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técnicas para seleccionar la más adecuada y no perder el tiempo 

tratante de implementar una tecnica muy soficticada si se puede 

resolver un problema mediante una técnica sencilla. 

Siempre debe tenerse en mente lograr los mejores rendimientos 

usando la menor cantidad de pasos que consuman el menor tiempo 

posible, ya que de nada sirve el mejor método desarrollado si no 

resulta práctico en el laboratorio durante un análisis de rutina. 

Es importante el manejo que se realiza de los resultados 

obtenidos, ya que un análisis de datos mal elaborado puede llevar a 

conclusiones 	equivocadas 	sobre 	la 	farmacocinetica, 

biodisponibilidad o bioequivalencia de un fármaco. Puede pensarse 

también en un reanálisis o en modificar el diseño del experimento 

sin ser necesario. 

Por todo esto, es conveniente remarcar que cada paso que lleve 

a la obtención de resultados analíticos a partir de un fármaco en 

una muestra biológica deberá de ser seguido cuidadosa Y 

detalladamente. 
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