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OBJETIVOS



OBIETIVO GENERAL.

Evaluar los diferentes procedimientos en el manejo de los
farmacos contenidos en muestras de fluidos laologicos y la
cuantificacidén por CLAR para su aplicacidn en westudios de

blodisponibilidad, bicequivalencia y farmacocindtica.

OBJETIVOS PARTICULARES,

1) Exponer las opciones de obtencidn de muesiras de fluidos
bioldgicos, los cuidados que deben tenaerse, y resaltar la
importancia de esta etapa para una cuantificacion exitosa del

farmaco.

2) Apreciar la importancia que tiene la adecuada recepcion de
las muestras de fluidos bioldgicos siguiendo las Buenas Prdcticas

de Laboratorio CBPL) para evitar errores analiticos,

<> Expooner las diferentes tdcnicas de extraccidon,
concentracidn o recuperacidn de los farmacos a partir  de sus
matrices bioldgicas, para aplicarlas en el dissfio de métodos
analiticos.

4) Resaltar los cuidados al apliéar un método de CLAR para

fédrmacos en fluidos bioldgicos de acuerdo a las BPL.

8) Explicar el tratamiento de datos obtenidos durante la

cuantificacidén de fdarmacos en muestras de fluidos bioldgicos.

8) Enfocar el maneju y cuantificacidn por CLAR de farmacos en
fluidos bioldgicos hacia los estudios de  biodisponibilidad,

bioequivalencia y farmacocinstica,



INTRODUCCION



La primera investigacicn de hiotransformacion de rarmacos ue

realizada en la segunda mtad de este <sigle, comenzando con {a
Quinina en IRHBQ (L La (armacoeinst oo L AT TR | T I FU
voSUE orpospes precfen e op el e b pEei e b "y

Witk v e vhan sty subes Lo welinunacton Glel o gt ahel o e
publ lecadas e, En ambos CABOE, Lo progrosong ern 1o

descubrimientos faeron lentoas hasta el e de 1a Segunda Sgerra
Mundial, despuss, una sxplosiva emergencta de metodologia scattbica
moderna produjo una tantastica aceleracion de las investigaciones
del destino da los firmacos en 2! organismo (1

De ese desarrcllo de metodologias, surgid la Jromatngrafia e
lLiquidos de Alta PResalucidn, una tdcnica realmente il en el
moni Loreo de los fdarmacos en Fluidos Bioldgicos. Ademds de <u alta

eficiencia, tienm una gran versatlilidad porque pueds acoplarse a

olras teécnlcas (extraccidn filtracién, otsm.d, a diversos
detectorss para aumentar la sensibilidad Cde fluorescencia, v vis,
ete,) y al nesarrollo actual de integradores, computadoras vy
automatizadores, sin alvidar fque opera bajo diversos concoptor de
separacldn Cadsoreion, roeparto, intercambio ionico, oto, /s (3o,

Sin embargo, a posar de todo este desarrollo en metodologias,
en México el proceso ha sido lento, porque sdlo recientemente ey
que se ha reconocido la importancia de los estudios de fdrmacos en
fluidos bioldgicos., En la actualidad se ha incrementado  la
necesidad de estos estudlos por los problemas relacionados at la
biodisponibilidad y bioequivalencia, al abuso de farmacos, la
farmacocingtica (&) y al desarrollo de nuevos - Farmacos 4,8,
seguidas del &nfasis que se ha venido dando a la regulacion de los
farmacos para qus cumplan con la eficiencia esperada y evitar que
lleguen a ser toxicos C6) en laycantidad administrada, ya que en la
determinacidn de la posologra, los estudios  biofarmaceuticos
tambign jusgan un papel muy importante.

El principal problema qus afecta a este tipo de estudios, es
encantrar. a un Profesional ampliamente ﬁapacitédo para reeolver oy
problemas rque <o presentan =n el disefio y desarrollo de un andlisis

biofarmacéutivo, El andlisis «e fdrmacos y de sus productos de
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cansideravianes detalladas v Lives nivclos:

19 La metodologia voquerida en Ly caleco i, alaecenamiontco y
preparacidn e una muestia antys del arddlisis Ezta elapc puscde ser
Jecisive para los resuitados correctos o arrdness que e oblangan
ar la investigacidn, va qu2 una muestra tomada (e manera wrrdnes, a
destiempo 6 tratada incorrectamente, pyede conducir a errores en el
ardlisis o a la pdrdida e intormae Ldn,

&) La seleccidn y evalunacion de la tdecnico analitica dplima.
Esta titima, ademds de ser adecuada, debs dar un buern nivel de
recobro, ser sensible, selecliva vy no consumir Jemasiado tiempa por
la yran cantidad de muestras que se analizan en una sola vez (10,
En este contexto, bl principal problema es la compleiidad de las
muestras bioldgicas, qus dificulta poder aislar =1 fdrmace para
cuantificarlo (8); en ocaciones se consigue un buen nivel de
recobre para el analita, pero la yreproducibilidad  del método
dificilmente se logra. Por eso en este trabajo se dan variadas
opciones a las que seo puede recuriir para lograr uana buena limpieza
de las muestras,

3) El manejo e interpretacidn de lus resullados obtenidos de
la tédenica analitlca En la  actualidad muchos prefieren la
automatizacidn por lo que el tratamiento de la informacidn 1o

realizan por medio de computadoras (7).

Alendiendo a la complejidad de un estudio biofarmaceuticom, se.

puede  ver que.  para efectuarse, s¢ - nevesits contar con
profesionislas que = tengan ampllo conocimiento~ en  clinica,
metodologia analitica, bioquimica, farmacolugia, quimica organica,
instrumentacidn , disefio, desarrollo, estadistica, y eslar al tanto
de las regulaciones que rigen Lales gsludios.

El objato del presente Ulrabajo es reumir .la informacidn
necesaria sobre los diferenles procsdimientos para el disefio v
desarcollo del bivandlisis con infermacidn actualizada;, de marera

que el Profesionista interesado en ello pueda encontrar facilmente

tal informacidn ahorrando de esta manara Liémpo que resulta

esencial @n cualquier estudio,



S han preparado los capatulos de manera progresiva  como
modelo do los pasos en quo de manera comin se raalizan estos

estudios,



DEFINIOIONES




CROMATOGRAFTA (290).

La cromatografia es un proceso basado en la distribucion
diferencial de una mezcla de sustancias enkre dos rases, una de las
cuales pasa a traves de la otra.

tIha de estas fases 3e determina como fase estacionaria y la
otra fase mavil. La fase estacionaria puede ser un sdalido poroso, o
un sélido tinamente dividido, ¢ un liquido gque ha sido enlazado a
algun soporte de material inerte. lLa fase mdvil puede sor un
liquido (pura © una solucidn? o un gas (puro "o una mezcla
homogeéneal,

Sl la fase estacicnaria es un selido, el proceso se determina
cromatografia de adsorcion, Si la fase estacionaria es liquido el
proceso se Jdetermina cromatografia de particidn. La diferencia
entre la cromatografia de adsorcldn y la cromatografia de particidn
radica en la naturaleza de las fuerzas que determina. la
distribucldn del soluto entre las dos fases.

En la cromatografia de. adsarcidn, la fase mévil 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 ®l soluto tiene por la fase
estacionaria,

"En la cromatografia de particidn, una matriz porosa, como la

celulosa o la silica gel, inmoviliza una capa de solvente, lo que
conforma la fase estacionaria. La fase mdvil pasa sobre la matriz,
y la solubilidad relativa de los compuestos en las dos  fases
liquidas es el factor que controla el proceso de separacidn.

La cromatografia de intercambio idnico, géneralmenhe se
clasifica separadamente. Aunque esta emplea una fase. sdlida, la
adsorcidn de la interfase sdlido-liquide no es el fendmeno

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

" factor mas importante:. Los efectos de adsorcidn y de particidn

operan en muchas instancias, ¥ no es un sdlo factor el que gobietna

sl proreso cromatograflco antero,



CROMATOGRAFIA DE LIQUINOS DE ALTA RESOLUCION CCLARY Ction,

En afios recientes el términe cromatadgratia Drgqueda b sido
aplicado a una variedid de tecnicas cromatogratieos @n Las oue una
fase movil liquida pasa sobre an soport: solids contenido dentra de

una columna. El soporte solido puede wer la fase eslacionaria por
si sola Cromo eg el caso de la de adsorcion, tntercamnbio tdnico, de
axclusidn woterica o afinidacd crowatogratsoar, o pusde sstar  un
liquidn retenido sobre la fase estacionaria como en el caso de la
cromatografia de particidn en columna.

los sistemas de alta presidn para liquidos que se necesitan
para sstas separaciones han hecho que se les asigne el termino de
cromatografia de liquidos de alta presidn, o mis recientemente
cromatografia de liquidos de alta resolucidn, asi liamada por el

gran nimero de plains tedricos que usualments se encuent ran,

BIODISPONIBILIDAD (W),

Biodlsponibilidad se define tanto comm la cantidad relativa de
farmaco, proveniente de una forma de dosificacidn adminislrada; que
entra a la ciﬁculacién‘sishémlca as{ como a la velocidad wn la cual
gl farmaco aparece en la corriente sanguinea.

La biodisponibil idad ®s una caracteristica del medicamento
admi nistrado a un sistema bioldgico intacto.

Indica simultdneamente:

* Segun qué ctnétfna, y )

¥ segun qué proporcion, respecto a la dosis admintstrada, un
principio activo llega a la cirgulacion general.

As{ pues, la biodisponibilidad comprende dos aspectos
distintos: velocidad e intwnsidad. .

En osta definicidn, el medicamento ez la forma farmacdutica
que contiene el principio active y &l ‘sistema bioldgico se
considera como un organismo entero.

De Lodo esto se deduce:

® Que un estudio de bimdiapnnihilfdad consiste en - una .
evaluacidn de las caracteristicas cuantitativas y cinéticas do un

medi camenl.o administrado a un organi smo concreta,

13



* Que un estudio de biodisponibilidad excluye la ulilizacion
de montajes ''in vitrae'' (fragmentos del organismo, en particular
conducto digestiva, aparatos para sl estudio de la disolucion de un
principio activo o para el estudin de su paso a, o a traves de, una
fase lipofila),

* Que el sestudio de los factores capaces e modificar la

disponibilidad de un principio activo es un estudio brofarmaceat con

BIOEQUIVALENCIA (Q),

La bivequi valencia de un medicamenboe se cumpls 51 la entension
y la velocidad de absorcion no es significativamenLe diferente,
hablando wen  términos estadisticos, de un medicamento e
biodisponibilidad comprobada cuando se administran a la misma “dosis
molar,

La nocidn de equivalencia de medicamentos se aplica solo a las
distintas formas farmacduticas de un mismo principlios activo y no

puede ser generalizada a diferentes principio activos aunque sean

de una misma clase terapdutica (p, oj, anibidticos f3-lactamicos).

Se pueden distinguir diferentes tipos 'de bicequivalencia, a
saber:

% La eguilvalencia farmacoldgica, que corresponde a la
incorporacidn en dos medicamentos de moldculas quimicamente
distintas, pero que conducen a una misma actividad intrinseca yue
indica la presencia '‘in vivo'’ de un mismo sustrato molecular
activo. Las sales o los ésteres de un musmo principio-actiyww possen
esta equivalencia, =n la medida en gur una parte de la actividad no
es imputable al agente salificante o sesterificante. Un metabolibta
activo comin, procedente de dos molécul as tnactivas por si.mismas,
puerde, tedricamentw, asegurar esta equivalencia. '

»* la equivalencia gquimica, qua corresponde ala incorporacion,
en dos medicamentos. destinados a una via de administracidn comun,
de una doésis nominal idéntica del mismo principio active.  En
general, la forma farmacdutica de estos medicamentos es parecida
Ccdpsulas y comprimidos, por ejemple) y cumple las mismas normas

fisico-quimicas oficlales Cvaloracion del principio activa y Li ampo

14
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de disgregacion, por ejsmplol,

 La eguivalentia farumacelatica,  que  corresponde  a La
incorporacion, en dos formis farmaceutyoan de la mi<my espec o, o
una dosis nominal identica del  mismo  principio achivo. FEotos
equivalentes daben satisfacer por otra parfe, ol conjunto de las

wet gl bewrela o

normas oficiales presont sz o

capliat s e
nivel e la farmacopea Ccinetica de libwracidn i vibro’ ' del
principio activo, por ejemplol.

* La eguivalencia blologica o biloeguivalencia, gue corresponde
a medicamentos, equivalentes quimicos o farmaceuticos, quae, a la
misma posologia y segun los niveles sanguinens el principio
activo, presentan criterios de biodisponibilidad idénticos en un
mismo individuo,

* La equivalencia clinica o terapéutica, que corresponde a
medicamentos equivalentes farmcologrens, quimicos o farmacduticos,
que caonducen, con una posologia identica, a la misma eficacia
terapdutica controlada (e a la misma Loxicidad) «=n un mismo

indi viduo.

FARMACOCINETICA (8,4,

Estudio cronoldgico de los fenomenos que rigen los cambios in
vivo de lo§'pr1nc1pios activos Cabsorcidn, distribucian, excrecidn
y bl ot.ransformacidnd y e las raspuestas bioldgicas
correspondientes Cfarmacoldgica, bioldgica, tdxica, terapsulicay,

Los cambios t'in vivo’’ son, por regla general,
cualitativamente constantes para un principio active y ‘para una
especie receptora dados, poro pueden  ser  cuantitativamente
v&riablyes. no sdlo segun las propledades fisicoquimicas. de los
distintos fdrmacos y segin la fisiologia de las disti ntas aspocies,

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

‘fiﬂop'atolc'agico del organismo receptor. [l estudio farmacocinstico

de un.  principio ‘activo consiste en la  identificacidn vy
quanLif‘tcacidn de su paso por el organismo y ello conduce a los
modelos paramétricos descriptivos.

Esquemdtlicamente, los cambios que <ufre un farmaco en el



T GAani T mn preds rasuml rse N cyatro at apas: Absorcion,
Distribucion, Biotransformacion v Execrecidn. que constituyen el

sistema designado clasicamsnte por las siglas: A DB E. (Fig., A)

Es preciso prestar atencion al hecho de que tas 4 etapas rue
constituyen esta secuencia a nivel molecular pueden <or simultaneas
desde un punto de vista macroscdpica y todo rencmeno analizada a

este nivel sera, en realidad, la superposicion de las 4 etapas,

La fase farmacocinetica, cuyos principales parametros «e
resumen en el cuadrao B, estd estrechamente relacionada, al igual
que la fase farmacodindmica, con los factores que dependen del
individuo y existe wuna accidn permanente entre los factores

fisiopatoldgicos del cuadro C y los parametros del cuadro B.

Proteinas Tejidos ' Biofase
plasmiticas \ efectora
Lugar de ' Fase acuosa / Biotransformacion
administracion A ultrafiltrable P +
/ de la sangre I Excract an
/ + 1
/ ! l
ABSORCION' ] ELIMINACION
Centradas) - | Csalidas)
|

DISTRIBUCION

Fig. A, Farmacocinética de los cambios in vivo de un. firmaco:
sistema ADBE.
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Ffecto farmacalogicn l “ l Efecto clintea I

)

a

Farametros farmarologicos

Pardmetraos «linicos

Concentracidn »n la biofase
Interacesicn principio activa-
recepl.or

Fendmenos de campeticion
Mecanismo de accidn

Accion sobre la quimica

del cuerpo

Toxicologia

Variables del medio ambiente
Freclos psicoldgicos
Diagnrstico imprecisa
Enfermadad asociada

Remision espontdnea

Interaccion medicamentosa

Cuadro B, Pardamelros directos de la fase farmacocinetica de la
evolucidn in viva de un fdrmaco.

Raza Posicidn del cuerpo pH uripario

Soxo Act.ividad relativa Flujo urinario

Fdad Estado nat et cioral Fleog AN NEos
Morfrlogia Gastacidn Madio ambil enbe
Farmacogenetica Menopausia Patologia
Cronofarmacol ogfa Temparalura Efecto no especilico

y placebos

Cuadro C, Factores fisiopatoldgicos

farmacocingtica y farmacodinamica de

farmaca,

MEDLCAMENTO QD .

que influyen en las fases

la evolucion in vivo de un

Preparacion farmaceéutica que resulta de la incarporacicn de

una cantidad exaclamente medida de un principio active (o varios)

en el seno de una forma farmacéutica,

Esta definicidn, distinta de

la definicidn oficial de un madicamenta (Cadiga de- Sanidad,  OMS),




ey tiplcamente  broafarmcentica: correspenete ] La o prrepac e on

g

g par ssbe Lec e, gna hradesponrbi L dad

admini et ada intacts i

que le s propia y oque Lo caracterics do Teomisma maner s gque la

cantidacl nominal del principio activo,

PRINCIPIO ACTIVO G FARMACO (49),

Sustancia gy pases, ot wlila  mrema o cbehioh Qe
metakbolitos, propledades fdimaeadl namecas Co fisicas) susceplibles
de aplicacionss terapsuticas (o diagnosticas) y admunistradas oomo

tal bajo faorma de medicamsnto,

FORMA FARMACEUTICA (9.
Resultado de haber realizado varias operaciones farmaceulicas

saobre los principios activos asoclados o no a los excipientes,

ABSORCION (9D,
Fendmenn de paso del principio activo (o de un metabolito) a

travds de una barrera fisioldgica que separa al medio interno,

gspecialmente la sangre, del lugar de administracion.

DISTRIBUCION (8.
Conjunto de los fendmenos que rigen ol repartc del principico

activo Co un metabolitod en &l organismo.

ELIMINACION C49), ‘ )
Conjuntos de fendmenus que conducen a la  desaparicidn
progresiva del principio activo (o de un metabolito) del  madio

internn,

METABOLITO (@),
Moldcula resultante de la biotransformacidn de un principin

activa,

EXCIPIENTE (9},

Sustancia, a priori tarmacologicanente inerte, utilizada para
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dar a una forma farmaceut (ca una presentacion convemenle para su
utilizacion (peso, valumen, censistencia, conservacion,

compatibilidad fisioldgica, etc.).

FORMULACION (59895),

Arte de seleccionar cualilativa y cuanlitablivamente Los
principios activos y los excipisntes (naturalezs quiwmica, es!ado
fisico, caracterss organolepticos, ooan funcidn de la forma

farmacéutica y de las operaciones farmacéuticas correspondisntes.

PRODUCTO (555).
Mezcla de todos los componentes para lograr una fdrmula

obtenida mediante @l proceso de fabricacidn.

BLANCO O PLACEBO (589).
Formulacidn o producto preparado omitiendo el analito.

SUSTANCIA PATRON DE REFERENCIA (555).
Sustancia patron de 1la sustancia a analizar y que estad

certificado de acuerdo a normas oficiales,

PREPARACION DE LA SUSTANCIA DE REFERENCIA (55%),
Es la solucidn de la sustancia patrodn de refarencia como se

especifica en el procedimiento analitico,

PREPARACION DE LA MUESTRA (85%5),
Una formulacidn preparada como se especifica en el

‘procedimiento analitico,

. BLANCO 0 PLACEBO ADICIONADO (5551,

Blanco o placebo preparadc a una cantidad equivalente a la del

producto, adicionado de concentraciones variables de la sustancia .

patron de referencia dentra de un  intervale de concentracidn

.especificado,



EXACTITUD (555,
Es la concardancia que  existe entre el valor ablenideo

exparimentalmente y ol valor verdadaro.

PRECISION (655).
Es la rapetibilidad de los resutados dentro de una serie de

mediciones,

REPRODUCIBILIDAD (555).
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 seleclividad del métada analf{tico para la sustancia en
estudio en presencia del blanco o placebo aespecifica y de. los
prbductos de degradacidn,

CANTIDAD MINIMA CUANTIFICABLE (588).
Es la minima cantidad a la tual el mélodo analitico es lo
suficientemente preciso para producir un estimado satisfacteorio de

una concentracidn desconocida.
CANTIDAD MAXIMA CUANTIFICABLE (55%5).

lLa concentracion donde la sensitividad comienza a cambiar, por

ejempla, la funcidn de la curva de calibracidn no es lineal,

&0
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11 SELECCION DEL SUJETO SANO VOLUNTARIO .

Los criterios de admision del sujelo deben ser detinidos con
precisidn. Es ravonable seleccionar sujetos de edad. media (por
ajemplo: 20 a 50 anos) y worfologia narmal (par ejempla, relacion
peso-tallad. Los criteriog de las compatiias de seguros o }as Lablaz
clasicas (por ejemplo: Manual Merchk) pueden constituir puntos de
referencia utiles,

El reclutamiento y seleccidn del suyjeto sann voluntario sdebw
enforarse a prevenir los eventos qua, auhque raros, pdaeden
encontrarse entre los sujetos ‘'sanos’’ y sar potencialmente
adversos en un estudia,

En la busqueda de los voluntarios potenciales se enyuelven
tres etapas principales: (1) la revisidn de todas las aplicaciones,
os decir, los requerimientos que  debe cubrir el sujeto, 32)
histarta, exdmen e investigacidn; C3) un resumen de toda esta
informacidn para cuando ol método sea aplicado.

Etapa r., Todos los voluntarios llenan un cuestionario para dar
sus datos personales, mdédicos y sociales. Tal cuestionario se
analiza para saber si la persona puede ser apla para weostes
ostudios, o si presenta alguin problema para no ingresar en los
estudios,

Etapa 2, Se realiza una amplia historia clinica y examen
fisico (signos vitales, alectrocardiagramad (10), asi como quimica
clinica , hematologia Vincluyendo pruebas de funcidn renal y
hepaticad e investigacion seroldgica para hepatliis B y HIV, Ademis
debe examinarse la orina en depuracidn de creatintﬁa, protainaﬁ.
glucosa, sangre, bilirrubina y uso de drogas. Se deberin de incluir
todas agquellas pruebas que aseguren la normalidad’ de los
voluntarios. Si se detectan anormalidades como hiper‘tensin'n.
disfuncién hepdtica o uso de fdrmacos se tendrd que exsluir al
sujelo del estudio, ' ‘

Etapa '3 Entre los sujetos que han sido "aceptados se les
informard de los fines del estudio, Lodag las éaractaris\.ic:as del
farmaco, incluyendo :éus reacciones secundarias y advérsas. Se les

aplicara uh segundo cuestionario para ampliar la historia clinica

)
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del sujeto y revisar si no se incluye algun impedimento climoens

para qne no participen en  of [T R U e AR LR LI (2R
chijeedn,  con LASOPMaTiOn  mas  copottlics, Je participar en el
estudio., Si el individuo no was  cechazado debera firmar  un

consentimiento escrito por si msmo de su participacidn en el
estudio (11,12,13.

Aunque clinicamente esto deberia ser suficienle, la molivacion
de los sujetos sanos voluntarios w»s tambien importante, por o que
seora necesario reafirmar ante ellos la  importancia de su

participacion en el sstudio (14),

EDAD,

La distribucidn y la eliminacidn de muchos ' farmacos cambian
como una funcidn de la edad <18,16,17,18,14,20,21,22,23,24,28,28).
En general, la eliminacidn es deficiente en los recidn nacidos y se
mejora en bebes mayores y niflos (27,28)., Sin embargo, la
eliminacidn declina con la edad €29,30,31),

l.a diferencia mds importante relacionada con la edad se da

"entre los recisn nacidos y los adultos €(32,33,34,3%8). Muchos de los

si stefnas microsomales que intervienen sn ®l metabolismy rde los
fdrmacos astdn presentes al npacer pera sus  niveles  son
considerablenente menores que an los adultos (36,37,38,39). En
general, los fdrmacos sujetos a la Biolransformacién se eliminan

mucho mds lentamente en recién pacidos que en adul Los

€40,41,42,43,

l.a oxidacidn de fdrmacos en recisn nacidos es deficiente igual
que la sulfuroconjugacicon y conjugacidn con dcido glucurdnico, Se
alcanzan los nlveles de adulto sélo a los tres afos de edad
(44,45,46,47D. )

SEXO,

Muchos estudios demusstran la diferencia del sexo en la

_disposicidn de los fdrmacos (4B), la naturaleza y el grado de esas

diferencias dependsn de la especie y el fdrmaco estudiade €49,80),

Los andrdgenos estimulan la actividad Jdo los ‘wicrosamas y de las

@R



oxidasas (H1); esa induccién se refleja en una <eliminacidn mas
rdpida de los fdrmacos »n los hombres que en las mujeres, por eso
os que los efectas adversos se observan con mayor frecuencia son la
mujer (522,

El embarazo esta asociado con retrase en el  vaciamienLo
gdstrico y disminucidn en la motilidad del tracto gastrointestinal.
Estos cambios pueden reducir la velocidad de absorcidn del farmaco,
El wvolumen disponible para la distribucion del farmaco incrementa
durante el embarazo por el crecimiento del idtero, la placenta y el
feto, El volumen plasmdtico y el volumen del fluido extracelular
también aumenta. La concentracidn de las proteinas plasmiticas
tienden a bajar gradualmente durante <l progresc del embarazo y el
enlace del farmaco a proteinas pusde reducirse. La velocidad de
filtracidn glomerular y depuracidn e creatininas se incrementa, lo
cual hace pensar que la elimdnacion e sjertos firmacos puerde

favarecerse durante =1 ombarazo (537,

PESO Y MORFOTIPQ.

El  volumen aparente de distribucidn de un [(armaco esta
determinado por el espacico anatdmico 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
adul tos con complexion normal, -@s directamente proporcional al peso
del cuerpo, hay wuna relacidn entre el volumen de distribucidn
aparente y el peso corporal (84)., Esta relacidn os mds evidente an
firmacos qus son enlazados débilmente a proteinas en sl cuerpa
€83,80.

El tamafio de los d&rganos, su funcidn y el flujo sanguineo
también estdn relacionados al peéc (BT.SG.SQ). peroc la relacidn
entre la depuracidn del fiarmaco y el peso no estid muy elucidade. lLa
correlacidn entre la depuracidn de rdrmacos y el peso en adulios
Jjovenes normales no es muy conecida y no hay una guia génera). para
relacionar la. dosis de un tiarmaco con @l peso corporal cen.

La estrecha relacidn enire el agua del cuerpo y la masa

muscular en el peso total y la gran proporcion de grasa en los
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wbwsos, afectan la distribucidn Jde lous farmacos eon los diferentes
compartimientos del cuerpo. la adiposidad contiene menor fluido
antracelular que en otros lLejidos, El wespacio de distribucidn para
firmacos polares como los antibidticos es relativamente menor en
pazientes obesos. Por otro lado, el espacio de distribucidn
relativo para fdrmacos muy pocou liposolubles puede ser 21 mismo en
pacientes ohesos que en pacientes delgados, En resumen, el anlace
de farmacas, &l metabolismo y la excrecidn pusden madificarse en

sujetos obesos (81,62,

INTERFERENCIA DL FARMACOS,

El antagonismo o potencializacidn de los efectos de un farmaco
por otro es un fendmeno bhien conocido (63,64,65,68,67), La
absorcidn, la distribucidn, la excrecidn o la biotransformacidon de
un farmaco puede estar afectado por la administracidn de un segundo
farmaco llavando a difersncias en la concentracidn y los efeclos
clinicos (68,69,70,71). Existen tres fdrmacos que no son
reconocidos como tales por la mayoria de la gente, se les encuentra
de manera general en los humanos y pueden alterar el destino del
firmaco,: alcohol, cafeina y tabaco,

El efecto dafiino del alcohol sobre el higado humano estd bien
documentado. La biotransformacidn hepadtica de muchos firmacos estd
impedido en pacientes con cirrosis hepatica. El exceso en el
consumo de alcohol, tambien afecta la biotransformacidn de los
fdrmacos aun en personas que no muestran dafio en el higado (72,73),

El humo del tabaco es una mezcla compleja compuesta
principalmente de gases, pero también contiwne materia particulada.
La mataria particulada consiste én compuestos solubles enh agua como
la nicotina y compuestos lipoéoiuﬁles incluyendo hldrocarburos
aromdticos policiclicos, Los hidrocarburos aromdticos policiclicos
y tal vez otros constituyentes del tabaco, son potentes inductores .
de ciertas enzimas melabolizantes de . farmacos, partiéularmante la
arilhidrocarburo hidroxilasa (74,7%,768,77),

La automedicacidn debe ser nula ya que representa una forma de

interferencia farmacoligica C?B,?Q,BO,BI.88,83.85.85;06,87),
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EFECTO DE LA DIETA.

l.a homogenidad de los sujetos puede ser tambien afectada por
los habitos en la dieta (88,89). Los 4dcidos grasos libres se
enlazan a sitios de la albumina humana y pueden desplazar a
farmacos enlazados ahi (90,91). Los acidos grasos libres contenidos
an los aditivos allmenticios pueden contribuir al desplazamiento Jde
los fdrmacos de los sitios en que se encuentran enlazados
C92,93,94,88).

Los alimentes afectan la circulacidn enterohepatica de los
farmacos y, con una administracion postfarmaco, puede apreciarce la
relacldn de los dcidos biliares a1 traves de la accion de la
colecistocinina sobre la vesicula bitiar (96,87)., Los farmacos que
se almacenan dentro de ella son vaciados en el intestino delgado y
reabsorbidos para incrementar los niveles en sangre (99,99,1000.

La variedad de dietas por la alimentacidn ad {{bitum, trae una
increible variabilidad bioldgica <(102) debido a que les alimentos
alteran la circulacion enterchepiatica ClOl) y el enlace de los
fdrmacos a las proteinas debido a la interferencia con el
metabolismoe enzimdtico por competencia con los farmacos por los
sitios activos, El protocolo dptimo debe indicar la misma dieta asi
como alimentos al mismo intervalo de tiempo para todos los sujetos,
para lograr resultados consistentes (103,1042, particularmente en

andlisis que involucren la circulacidn enterohepdtica (105),

La falta de alimentos -puede  afectar- - los resultados. Los‘

cambios en la dieta de proteinas, carbohidratos C108),  dcidos
grasos o lipidos también afectan sl metabolismo deylcs f£armacos,
ésto 5@ observa principalmente en el caso da la
desnutricidén (107,108,100,

EFECTOS GENETLCOS.
La causa principal de diferencias wentre sujetos en 1a
concent.racidn de farmacos en sangre o plasma es la variabilidad en

13 biotransformacidn = del fdarmaco  €110,111,112,113,114), En

cualquier pablacidn grande uno’ ancuant.ra individuos que

biotransforman un fdarmaco mucho mis lentamente o muchn nds



e

rdpidamente que la mayoria e las perscnas (116,116,117,118,1189),
Esto hace evidente que los factores gendtices  cantribayan
sustancialmente a las diferencias entre la gente on Ly depuracinn

matabalica de los farmacos <1a0, L3188, 13,134, 185, 1eb , La8?, 1em) .

QTROS EFECTOS.

Otros factores gque afectan la biotransformacion de los
fdrmacos incluyen la enfermedad (129,130,131,132,133,134,138,136),
8! ritmo circadiano €(137,138,139,140,141,142)  y los rompuustos
quinicos caseros o de origen industrial (143, N

El destino de un farmaco puede estar modificado por facteores
de orden patoldgico C144,149,1.46,147,148,149,150) en tLodas las
etapas de su cindlica (1851,152,183,184): absorrcidn, transporbte
plasndtlco (188,1868), difusidn y distribucién (157), degradacidn
(188,1549,160,161,182,163Y y elininacion <(164,165,165,167). Sus
efactos  pueden estar disminuidos o acrecentados aungue su.

disminucidn es menos frecuente que su incremento C168,16Q,170,171).
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12 ADMNISTRACION DEL MEDICAMENTO O FORMA FARMACEUTICA.

Clizsicamente la absorcion medicamentosa depende directamente
del pase a traves de las membranas (172), Sin embargo, este no es
el unico factor que afecta el curso del principio activo en el
organismo., Dwbe recordarse la importancia de la forma fa.rmace‘utica:
es necesario que el principio aclivo esté en una forma que
favorezca su paso a traves de la membrana y esté solubilizado o sea
solubilizable si se tLrata de una sustancia solida. La solubilidad
as un factor que puede ser modificado por las condidiones de pH en
el lugar de absorcidn. La concentracidn del principio active, al
menos para los mecanismos de difusidn pasiva, es un selmento
determinante de la velocidad de absorcion (173,174).

A pesar de la unidad de la estructura de la membrana y del
conjunto de leyes que rigen el pasco a traves de ella, la absorcion
depende de las caracteristicas anatomofisioldgicas del lugar de
admlnistracidn y, en particular, del aporte sanguineo que 1o
corresponde, aunque tambien de la estructura conformacional del
férmaca ©179,176), '

Este conjunbto de datos deberdn Lenerse en cuenta para defimr
las modalidades de absorcidn mejor adaptadas al principio activo,
as decir, para escoger la via de admini stracion
€177,178,179,180,181 ,182)

ADMINI STRACION ORAL.,

Los medicamentos introducidos en la boca pueden sor
administrados por deglucidn -via oral propiamente dicha- o por via
sublingual.

los firmacos administrados por via oral se absorben
principalmente en el intestino delgado y tambisn en el estdmago
183,184,185, '

lL.as desventajas de esta via son ‘la destrucciéﬁ de algunos
firmacos. por los Jjugos gdstricos y su inactlvacidn a nivel del
higacdo €186).

VIA SUBLINGUAL. Ciartos fdrmacos pueden administrarse en {orma



lo tabletas que .o colocan bajo la lengua hasha que se whsorban
Cdesaparicidn del sabor de tarmaco). Como 1« absarcidn ec diroety
por la mycusa, 510 pasar poroel tabe djge crovs ar par oo

resulba rapida y compieta C187).

ADMINISTRACION RECTAL.

Se denomipa via rectal a la administracion de sustancias a
través del ano en el recto con el fin de actuar localmente o bien
producir efectos sistemicas luago de la absor~idn; esta abzorcion
se realiza en el recta y el resto del colon, La absorcidn es mas
rapida que por via aral, pusden emplearse fidrmacos que se destruyen
on el estdmago oy en el inltestino delgado y se evita parciaimente
ol pasaje por el higado caon menor inaclivacidn del fdrmaco
(188,1688).

ADMINISTRACIONES INTRAVENOSA E INTRAARTERIAL.

La inyeccidn intravenosa e intraartaerial es la intraduccion de
farmacos en solucidn directamente en la circulacidn por
administracidn en la luz de una vena o arteria, En esta forma se
elimina la absorcidn y el farmaco se mezcla primero con una paqueia
cantidad de plasma formande un bolo, se diluye luega =n la sangre
venosa circulante, es llevada al corazon y de allf{ a los tejidos
por la sangre arterial, de esta manera se consigue la concentracian
deseada del medicamento en la sangre casi inmediatamente por Lo que
la accidn es muy rapida, en 1B a R0 segundos C(tiempo de
circulacidn) €190),

ADNINISTRACIONES INTRAMUSCULAR Y SUBCUTANEA.

La administracidn intramuscular y la administracidén subcutdnea
se emplean con frecuencia cuando se desea una respuesta rapida y la
via intravenosa se considera peligrosa o bien cuando no se puede
utilizar una via enteral debide a la naturaleza de la sustancia
(por ejemplo, destruccicén por las enzimas digestivas). Presentan
muchas caracteristicas comunes, aunque la ahsorcidn es generalmente

mis rdpida cuando la sustancia es invectacda en una masa muscular

-
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que cuandeo lw es «n el tejido celular subcutaneo,

La diferencia en la velocidad de absorcion se explica por el
hecho de que antes de llegar a la red capilar, ol principio activae
debs difundir a traves del tejido conjuntivo y el tejideo celular
subcutdneo es mias rico en tejido conjuntivo que el twjido muscular.
Otro faclor determinante de la velocidad cde absorcidn es la
irrigacidn del tejido, aurque la permeabilidad de los capllares
cutdneos y musculares es comparahle (y superior a la de los
capilares intestinales), el tejido muscular estd infinitamente mds
vascularizado que el tejido subcutdneo; asi pues, en ol miscule hay
una superficie potencial de absorcidn mucho mas amplia. De hecho,
la velocidad de absorcidn puede estar considerablemente disminuida
o acelerada segin que los vasos esteén dilatados (calor, «ate.) o

contraf{dos Cadrenalina, friao, elc.).

ADMINISTRACION POR INHALACION.

Se denomina inhalacion a la admnistracion de farmacos
vehiculizadas a través del aire inspirado, con el fin de obtener
efectos locales sobre la mucosa respiratoria o bien generales
despuéds de la absorcidn., Su efecto es rdpido aunque la eliminacidn
tambidn lo es, ya que la via de excrecidn es la misma que la de
absorcidn (191,192,

EIECCION DE LAS MODALIDADES DE TOMA.

A continuacidn estudiaremos los distintos  elementos que
intervienen a nivel de la eleccion de las modalidades de
administracion.

Ciertos medicamentos son de tLoma Unica mientras que otros se
administran en désis repetidas €193,194). La eleccidn de estos
métodos no solo depende del régﬂmen normal de utilizacidn
terapsutica del medicamento estudiado,  sino tambien de las
posibilidades exparirﬁentales y de las vantajaé o  inconvenientes
réspectivos de estas modalidades de admlnlstracién C1098,196,187).,

ADMINISTRACION DE DOSIS UNICA. Para la determinacion correcta

de los paradmelros farmacocinéticos en’ las curvas de concentracidn
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de farmaco en sangre con respecto al tiempo, ©f muestren se debe
continuar hasta 3 6 B vidas medias.

Deben tenerse tres puntus do nivel sanguinen durante la fase
absartiva, tres en la region del pico y tres durante la fase de
distribucidn (en el modelo de dos compartimientos abiertas) y tres
durante ta fase de eliminanidn.

Para ta determinacidn del factor f (fraccidn del Tfdrmaco
absorbidol el farmaco debe admintstrarse por via inlravenasa para
comparacion.

Si la curva de excrecidn acumulativa se emplea para
determinar parametros farmacacinaticos el muestrea deba continuarse
hasta siete o diez vidas medias.

Cualquier curva de concentracidén de fdarmaco en sangre con
respecto al Liempo puede extrapolarse a otro tamafio de ddsis u otra
pesa corporal medlante el pardmetro 4 Ccooficients de
distribucion) - asumiendo que: 2}  la farmacocinetica no  es
dependiente de la ddsis, b? no hay cambios en la excrecion urinaria
Ccambio de pH, cambios en la depuracidn de crebtinina), <) la
extrapolacidn s en base a un paciente de estatura normal y d) la
extrapolacidn no as vilida para ninos, individuos edematosos,
obesos o de edad avanzada (198,19Q),

ADMINISTRACION DE DOSIS REPETIDA. Do  manera general se
reconoce que la concentracion de un farmaco en sangre, plasma o
suero puede mantenerse en un nivel terapdulica a travds de una
medlicacidn que asegure la eficiencia clinica,

Si se administra una dosis elevada a intervalos fijos ocurre
una acumulacidn cuando @l fdrmaca que ©s absorbida excede la
velocidad en que es eliminado (2002, Conmciendo la scumilacisdn de
un fdrmaco en ol cuerpo os posible calcular un régimen de dosis, os
decir, el tamaito de dasis 'y el intervale necesario para man! onepe
una concantracidn mintma Larapegtica €201 08, o

En =zste tlipo de admnistracién la siguiente dosis. se
administra antes de que la dosis pravia sea Latalmente eliminada; y
se produce una acumulacidn. bLa ascumulacion sera notoria sol amante

si el inlervalo interdosis os menor a tres vidas medizs. Despuss de



tras vidas medias la concen’racion tatal tras de la primera dosis
28 cerca del diez parciento del primer pico de concentracidn.
Todos los tamanos e dosis seran iguales, tanto la rdasis

inicial como las subsiguientas,

El intervalo e daosi= es igual durante el curso de la
terapia,
Bajo dosis maltiples, la curva oo nivel sanguinea (o

plasmiatico) se incrementa Cacumulado) a un valor asintatico. La
razon de la acumulacion de las curvas oe nivel en una asintota es
ol término otT Y siempre os menor de 1.

En estas consideraciones farmacocinéticas se asume que tados
los pardmetros farmacocinglicos permanecen constantes durante ol
curso entero de la terapia. Los faclores que podrian afectar la
concentracidn del farmace en sangre que se esperaba son los
siguientes: a) cambio en la excrecidn urinaria Ccambio de pH
urinario, cambio en la depuracidn de creatininal, b) cambio en la
depuracidn hepatica Cdafo hepdlico, saturacidn de las vias
metabolicas), <) induccidn e inhibicidn enzimitica y o)

farmacacinetica dependiente de la dosis <203,2040.

POSOLOGIA: Es fundamental que la posologia sea comdn para los

distinlos medicamentos comparadeos (20%). Si 58 lrala de
aspecialidades .cuyas ddsis nominales. son  distintas, deben

aproximarse las posologias, =se (rale de dosis unicas u de dosis
ropetidas (2065,

En el caso de un estudic de biodisponibilidad realizade
mediante una administracidn de dosis repetida, se implica 1la
observacion de un intervaleo de Liempo 1dénklc;:: entre Llas tomas o si
no vl cdlculo de un tiempo de estudio, teniendo en cuenta la dosis
unitaria por toma y el inlervalo entre tomas, que permits una Loma
total idéntica Cminimo comin mdltiplo: dosis y ritmod C207,204).

Este imperativo se debe a la intervencidn, sobre Lodo a nivel
de la eliminarion por bibtransformacir’m. de mecani’smos suscepl ibles
de hacer no lineal la relacidn entre el fendmena observado, por

ajenpia, las cancentraciones sangui neas Y la dosis



€209,210,211,212,213,214).

MODALIDADES DE TOMA: La gran cantidad de  paranetros que
interviensn sobre el GLransito *'in vive'' de un principio activo
implica el sequimiento d¢ un protocolo de administracion constante
y estudiado para evitar l:; introduccion de factares suplamentarios
de variabilidad. Suponienda un estudino realizado sclre una muestra
dnica de sujetos, deben observarse !as siguiontes precaucionas:

a) CRONOLOGIA: Se deben tener en cuenta Lres aspectos:
horario, intervalo y orden de las administraciones consecutivas,

¥ Horario: Si es posible, el estudio debe ser dirigudo
respetando una misma hora de toma para todos los sujelos y para
todos los farmacos a fin de tener en cuenta la intervencion
eventual de los fendmenos cronoldgicos,

# Intervalo: Si el estudio s realiza despuds de la
administracidn de una dosis utnica, la sucesidn de Loma de muestra
debe ser programada en funcidn de la eliminacidn «del principio
activo antes de cada nueva administraciodn (215,216); se recomienda
esperar un intervalo de sels vidas medias antes de una nueva
administraclon C217), aunque, esto va a depender de la cinetica de
eliminacidn del farmaco en analisis C218,219), ’

# Orden: El ensayo debe ser hecho al azar y el orden alealorio
de las tomas debe evitar la posible intervencidn de los mecanismos
de induccidn enzimdtica que acelera la eliminacidn. del principio
activo por biotransformacidn.

b) SUJETOS: Deben permanecer doce horas en ayunas a fin de
eliminar la  intervencidn del bolo alimenticio en el proceso de
absorcidn €220,2217, aunque en @l  caso de las sustancias
liposolubles puede favorecerse tal absorcidn (222,223,

Por otra parte, debe evitérse cualquier  consumo de alcohol’ y
cualquier toma de medicamentos aunque no parezcan tener importancia
Canalgésicos, laxantes, etc,) 6284.285,826,?:27,288.229,230,231.236’.,
186. Si el estudio tiene lugar con enfermos, es muy importante que
su medicacidn permanezca constante durante la duyracidn de lLos
ensayos (233,234,239, '
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13 TOMA DE LA MUESTRA DE FLUIDO BIOLOGICO.

SANGRE.,

La venipuntura es el método comin de obtencion de muestras de
sangre, BEste proceso consists sn antroducir ana ag1)a @nouna vens v
axtraer lentamente la sanges lentre de un contenedor aproprado,

El fdrmaco y la composicion bioquimica de la muestra tomadas
por venipuntura son afsctadas por la posicidn del sujeto (supina,
araecta o sentado), la distancia de aplicacidn del torniquete y los
contenedores que son usados para colectar el sspecimen. Los cambios
on la composicidn de proteinas sanguineas afectarin en =1 andlisis
de farmacos si estos se enlazan fuertemente a ellas y si la tecnica
analiucav detecta sdélo el fdrmaco no enlazado en plasma.

El uso de un torniquete durante el tiempo de coleccidn de la
muestra, puede provocar que la muestra lleve linfa y fluido
extravascular debido a la exudacidn del t.a‘jido circundanie 'y la
fibra natural de la vena punzada, Bs mejor evitar la aplicacidn
continua del torniquete,

Si se emplea jeringa, debe ser de dimensiones adecuadas para
la cantidad de §angre que vaya a extraerse. Se emplean ganeralmetnt.2
jeringas de pldstico desechable. lLa aguja debe elegirse asimismo de
un calibre y una longitud convenientes. La longitud de la aguja
depande de la profundidad de la vena., La punta debera examinarse
con sumo cuidado, pues =i estd rota o lorcida puede afecarse wl
dxito de la puncidn y lastimar ademds la vena,

En vez de jeringa, -se  pueden ‘emplear otros insrumentos
diversos para exiraer sangrs de las venas. Uno de estos es el B-D
Vacutainer. Los tubos Vacutaiher a#l.a’n provistas de una cantidad
determinada de anticoagulants Calgunos nod 'y de un y&cio suficiente
para sacar un volumen predeterminado de sangre; eslin seilados con
un tapdn de goma. La aguja desechable se enrosca en el sujetador, y
se col‘oca‘el tubo Vacutainer en el sujetador de manera que el ltapdn
de goma alcance justo la linea de gula. La aguja mas carta se mete

dentrm del tLapdn de goma, pero no le penetra y, por lo tanlo, no
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rompe el vacic. Una vez qua la aguija <3 inteonuce en la vena ol
brazo, se empuja el tubo hasta el tondo del sujetador, se rampe el
vacio, y la sangre empieza a entrar en @l bLnbo. Cuando se termina
la toma de sangre, puede sustituirse «! Lubo por otro o, si sdlo se
necesita un tubo, se retira todo el conjunto., Este sistema es muy
recomendable, elimina la necesidad de jeringas y se ulilizan agujas
y tubos desechables,

Existen catéteres que se implantan =n una vena del antebraco,
generalmente la antecubital para evitar la puncion continua (2370,
Estos catéteres almacenan cierta cantidad de sangre en su lnterior,
que s un llamado ''espacio muerto’’., Para evitar la mezcla de esta
sangre con una nueva muestra, se recomienda lavar el tubo con
solucidn salina (238) o permitir que en la nueva toma, la sangre
drene por un tiempo suficiente para desplazar la sangre acumulada,
aunque esto  resulta en mayor iLncomedidad  para el sujeto

(236,238,240,241).

SALIVA.

La saliva es una mezcla de las secreciones glandulares en la
cavidad oral. Estas gldndulas incluyen las pardtidas, sdbmaxilares.
sublinguales y varlas gldndulas mucensas. FEn  los humanos, las
glindulas pardtidas y submaxilares producen, aproximadamente el 90
% del Lotal de saliva y las otras gldndulas aproximadamente 10 % de
la saliva total., La velocidad de secrecion salival varia con
diferentes factores, uno de los principales os »l ritmo circadiano,
pH, luz, elc. '

La saliva se colecta por la expectoracion de un sujeto humanec,
Se obtiene despuds de que el sujeto reune toda la sallva en la
cavidad oral hasta que se forma una canlidad suficiente para sér
vaci ada, '

La cavidad oral debe estar libre de toada sustancia antes de
Lomar‘una muestra, sobre todo camida, bebida y migarro para svitar
que estos interfieran en el anilisis ya «<u2 estas sustancias, Yy
tambign los fdrmacos pueden enlazarse reversiblemente a la mucosa

oral, Es posible realizar un lavado o gargaras en la. cavidad aral
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por un periodo de tiempo (15-30 seg) seguido de la expectoracion,
que dejard libre la bora de muchas particulas extrafas. Esto debe
realizarse unos 19 minutos antes de la coleccidn de saliva para
previnir algun efecto estimulatorio.

lLa estimulacidn durante la coleccidn de saliva asegura
volimenes adecuados pero pusde cambiar los constituyentes enddgenos
C242). Se obtiene por medin mecanico, quimico, gJustatorio o
farmacoldgico, lLa estimulacidn mecanica se lleva a cabo masticando
una liga, parafilm o cera . La estimulacion quimica se efoctua por
la aplicacidn de dcido acédtico diluido sabre la lenquea, azucar o
gotas de limdn, La estimuiacion gustatoria se acompaia por la
aprecliacidn de aromas de frutas citricas frescas. La estimulacidn
farmacaldgica puedse obtenerse con pilocarpina.

Cualquier técnica de estimulacidn interferird con el andlisis
o enlazarad farmacos. .

En humanos, la secrecidn salival de todas las glandulas
normalmente es de 0.05 ml-/min. por gldndula , aunque con la
estimul acidn se incremente hasta 0.8 ml/min. por gldndula, £l
incremanto en la secrecidn se acompafa por un incremento en el pH
debido a la relacidn entre el flujo y el idn bicarbonato. Si la
excrecidn salival de los firmacos es un proceso puramente pasivo,
tales variaciones en el pH salival podrian afectar la cantidad de
un fdrmaco ionizado para la resorcidn pasiva (236,239,240,241).

Para la coleccidn de saliva en nifius, se' ha ideado una torunda
que se introduce a la boca del nifio, se permite al nific secrabar
saliva por un tiempn, se retira la torunda y La saliva e axtras e

la torunda por media de una jeringa (243).

BILIS.

Diariamente penetran en el duodeno de 500 a 1000 ml de bilis.
El flujo biliar se aumenta por la praesencia de dos sustancias que
se han denominado colerédticas y colagdgas. Los colerdticos son
sustancias, como las sales y la secretina, que aumentan la
secrecion de la bilis por las células ‘hgpiticas. Los colagogos, por

otro lado, auméntan 9l flujo biliar mediante la contraccion de la
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vastcula biliar y la relajacion del esfinter cistico. fEn esta
categoria de sustancias se incluyen el sulfata de magnesio y la
hormona colecisblocinina. La colecistocinina e secrebada por el
duodeno en respuesta a la entrada de dcido, gra=as, proteinas
parcialmente digericdas y quiza tambisgn coma respuesta a mecanismnos
nerviosos reflejos.

Pado que el . flujo de la bilis en @l dundeno < intermitent = en
aAyunas, So precica 1nducts el rtuge imdiap medy ante an aclimglance
adecvady cyando  se reguiera el o examen de la hilis. Aunque la
sécret.ina ws un wgente colerdtico polente, el aumenta de la bilis
producida por el higado se almacena en la vesicula, st &l conduclo
cistico esta permeable. En presencia de una funcion vesjicular
normal, la secretina  da lugar a wuna disminucion o incluso
desaparicidn del fluja biliar al duodeno. Por otreo lado, la
pancreomicina suele originar. un abundante flujo de bilis como
consecuencia de su contenido de colecistocinina. El sulfato de
magnesio, aceite de oliva y colecistocinina purificada son dtiles
para estimular el flujo biliar. El sulfato de magnesio actia como
cola'gogo activo cuando se aplica tépicamente sobre la mucosa
&uodenal. pero no cuando se administra oralmente, El ‘aceite de
oliva probablemente es un‘coligoga mis potente, pora tiene la
desventaja de que interfiere los estudios de la bilis. Glinicamente
se han utilizado preparados rcomerciales de colecistocinina, pero
sin ventajas significativas sobre las otras sustancias que son mds
ficilmente disponibles. '

TECNICA CLYON, 1019): }

1. Se practica la intubacidn duodenal, 'y se comprueba- la
sltuacidn del tubo radioscdplcamente.

2. Una vez aspirado el contenida residual del duodens, "5-5
introduce lentamente a traves de ia sonda duodenal de S0 a 100 ml
de una solucidn estéril de sulfato de magnesio ‘Saturarla al &3 %,

ER Daspués de un minuto aproxlmadament.a, se aspira =1 sulfato
de magnesio y el contenido duadenal. S» recoge el liguide aspiracn
y se dmsecha hasta que aparece lnxtié amarilla en cierta cantisdsc;

asto requiere generalmente que Lranscurran o unos & a Lo minutos.
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4. Seguidamente se recogen, on rocipientes  separados,  bLres
fraccianes de bilis. la primera de ellas en aparecer, la bhilis
CYA', ws alga amarilla y acuosa. Despues de 1 a 3 nunutos,
aparecerd bruscamente una bilis viscosa amarillo marron, la bilis
‘B, Posteriormente la bilis vuelve a ser amarillo pilida vy
acunsa, lo cual anuncia la aparicion de la bilis "7,

5. Si no aparece la bilis ‘'R'' despuas de 15 & &0 minutos,
debe practicarse una a dos veces la wstimilacion con =ulfato de
magnesio y la recogida total.

" Generalmente, la bilis **A’’ totaliza una cantidad que varia
entre § y éO ml y que se origina en el coledoco. La bilis '"‘B'’ es
el resultado de la concentracidn de dicho liquido, y probablements
proviene unicamente de la vesicula en circunstancias normales, y
puede recuperarse de 30 a 75 ml. Se supone que la fuente de la
bills *'C'’ son los conduclos hepdticos y las  raicillas
tntrahepdticas,

INTUBACION DUODENAL.

Raskin y cols. (19858 han descrito un métode rdpido de
intubacidn. Consiste en que despuds de un ayuno nocturno se
administra por via parenteral una dosis sedante de pentobarbital,
Se hace pasar por la boca un tubo Diamond de doble luz hasta una
distancia de 48 cm llevando el extremo aproximadamente hasta el
cardiax. Entonces se coloca al sujeto sobre una camilla en posicidn
de decubito lateral, elevando la cabecera unos 38 cm. Se hace
tragar el Lubo lentamente okros 18 cm, lo que da lugar a que se
sitte a lo largo de la curvatura mayor. Se sienta el sujelo sohre
el Bcrde de la camilla con su cuerpo dobladeo hacia adetante, tanto
como  sea  poslble.  Reallzard el sujeto  varias inspiraciones
profundas que ayudardn a la penetracidn del tubo en el antrd. l..éss
movimientos peristilticos introduciran 21 tubo en el duodenn, si el
sujeto permanece acostado en postcidgn cde decdbilm lLaleral derecho
con sus ples elvados durante 5 min, Por ultime, &1 sujelo yace
sobre su espalda otros 5§ min, mientras se avanza ol tubo lentamente
otros 10 o 18 cm. Se ajusta el Lubo mediante visualizacidn

radloscdpica, de tal manera cque su extremo este colocado en la
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mitad de la tercera porcidn del duadeno, Se puede mantensr una

si1tuacion adecuada del Lubo, (i 1ando con esparadrapo ol Lubo sobre

la frente del paciente. lLa secrecion se re-oge awdiante aspicacian

continua can una bamba de vacio u otros aparatos adecuados, con el
fin de obtenar una presidn de 28 mm He

(236,230,240,241,244,248,248).

ORINA,
La muestra de arina dobe recagerse en un recipiente limpio y

seco, Si no se puede evitar que la orina repose durante mas de 1 o
& horas despuds de ser evacuads, como suceds eon la recogida de las
muestras de orina de 24 horas, daebera atadiroe un mesdic conser vaddor
n ser rafrigerada.

Para una muestra ce &4 baras, se instruye al sujeto para e
vacie sy vejiga a las B de la matana Use supone que sera artas del
desayunal), y se desecha esta arina. Se recogerd toda lia orina
subsiguiente, incluida la evacsuada a las B de la maRana siguients,
Se mezcla bien antes de mandar una muestra para su analisis.

Si es probable que la muestra se contamine por exudado vaginal
o hemorragia, deberd tomarse una muesira evacuada con limpieza.

Para la mayoria de los andlisis de orina se prefiere una
muestra bastante concentrada a una diluida. La concentracidn de los
solutaos varfa a la largo de las horas de vigilia del sujeto,
dependiendo de su ingesta de agua, Generalmente, la primera muestra
de orina de la malana, obternida al levantarse, s la mas
concentrada, ya que el sujeto no ha bebido agué durante las horas
de sueio,

En el caso del varan, @l alande  debera erpanarse
adecuadamante, limpiarés =i dadosament.a con una smiumtén
antisdptica suave y secarse. La orina en la mitad del chorro se
recogerd en un reciplente limpio después de que se- haya dejado
escapar la parte inlcial.

Instriyase a la mujer para arrodillarse o ponerse de cuclillas
sobre un orinal, o bien de pie 2 horcajadas sabre una cuna.

Utilizando Nos guantes astériles una persana auxiliar
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(preferaentemente una enfermera) saparard ampliamente los labios
menores para exponer el aorificio uretral, manteniendo lowx labios
separados a lo largo de toda la maniobra, Con trocitas e algodon
astéril ¥y jabonoso se limpian los dos lados del meato wurinario vy
despuds se limpia este. Enjuagar la zona limplando con algoddn
esteril empapado en agua., Instruir a la paciente que orine con
fuerza y permlbtir que la parte inicial del chorro de wrina caiqga en
el orinal o en la taza del servicio, permaneciencdo separados los
labios. Tomar una muestra d» la mitad del chorro en un reciptente
limpio y no tocar ninguna parte del perinwo con ol recipiente

(236,230, 240,241,

HECES.

Un orinal bien limpio es un recipiente conveniente para
recoger la muestra. En caso de carecer de &l, puede servir un tarro
de vidrio de tamailo adecuado y limpio. Ha de advertirse a los
pacientes que no deben orinmar en el mnismo recipiente. Para
trasladar las muestras de heces desde el recipiente de muestreo a
la vasija de transporte se pusde utilizar un depresor de lengua,

Dada 1la gran variacion en los hdbitos intestinales, el tiempao
de transito intestinal y el volumen de las heces, debe ponerse
espacial atencidn a los métodos de medicidn del tiempo de muestreo
en estos especimenes. El aparato gastrointestinal no puede vaciarse
enteramente a valuntad, y por tanto, la cantidad de heces recogida
en un pefiodo de 24 horas se correlaciona escasamente con la
cantidad de comida ingerida en ese mismo periodo de tiempo (2471,
Con ol fin de determinar la exurecidn fecal de una sustancia
cualquiera en 24 horas, se deben recoger las heces durante un
periodo de tiempo, al menos de tres dias y los cdlculos sa hardn en
base a la muestra completa (236,239,240,241).
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14 CONSERVACION, MANTENIMENTO Y TRANSPORTACION DE LA
MUESTRA DE FLUIDO BIOLOGICO.

SANGRE, oL

Las muestras de sangre puedan analizarse directamente, o bien,
puede permitirse la formacion del  coagulo y  analizarse el
sobrenadante liquide (suerod o, en su caso, afadir un

anticoagulante a la sangre tolal para prevenir la coagulacidn vy,
despuds e cenlrifugacicon, analizar el sobrenadante liquido
Cplasma). Esto va a depender de ta astabilidad del firmaco en cada
Lipo do especimen (248).

l.a adicidn de anticoagulantes retarda la formacion del coagul a
pero debe asegurarse de que eslos no interfieran o reaccionen con
el medicamento como en el caso de la heparina que puede llegar a
favaorecer @l enlace a protelnas de algunos fdrmacos (249,250,a812,
Los anticoagulantes no inhiben permanentemente la coagulacidn de la
sangre. ‘

El tiempo de coagulacidn en la preparacion de suero debe ser
precisada y controlado de manera consistente. Todas las muestras
deben ser expuestos a la misma temperatura durante el mismo tiempo
para conseguir una retraccidn del codgulo reproducible.

Las muestras colectadas deben ser centrifugadas de inmediato,
bajo un periodo de tiempo constante, para prevenir una eventual
coagul acidn.

l.a centrifugacidon de sangre tratada con anticoggulantas dehe
ser regulada cuidadosamente tanto en velocidad come en temperatura
para no alterar los constituyentes enddgencs de la sangra,'coma es
el caso de los triglicdridos y el colesterol (2528,253,284), Las
velocidades bajas Cmenos de 1000 cpms) requieren mayor tiempo Cmis
de 30 min.) para la separacidn adecuada del plasma y las cdlulas.
Las velocldades altas (2000-3000 rpm) producen separaciones rdpidas
€10-18 mind) pero generan caler por friccidn, lo cual seri una
desventaja para fdrmacos y metabolitos termol dbiles, Las
centrifugas refrigeradas son una opcidn pero deben ser oparadas a

unos 10 grados centigrados para prevenir. la posible precipitacion
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14 CONSERVACION, MANTENIMENTO Y TRANSPORTACION DE LA
MUESTRA DE FLUIDO BIOLOGICO.

SANGRE. o

Las muestiras de sangre pueden analizarse directamente, - bian,
pueide permitirse la formacion del coigulo y  analizarse el
sobrenadante liquido (suera? Q, en s4  casg, anadir {313

anticoagulante a la sangre total para prevenlr la coagulacion vy,
despusds  de centrifugacicn, analizar el sobrenadante licuido
(plasma). Esto va a depender de la aestabilidad del farmaco en cada
tipo de especiman €248,

l.a adicidn de anticoagulanfes retarda la formacidn del codgulo
pero debe 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 proteinas de algunos fdrmacos (243,250.8812
Los anticocagulantes no inhiben permanentemente la coagulacion de la
sangre.

El tiempo de coagulacidn en la preparacidn de suero debe ser
precisado y controlado de manera consistente. Todas las musstras
deben ser expuestos a la wmisma temperatura durante el mismo Liempo
para conseguir una retraccidn del codgulo reproducible.

Las muestras colectadas deben ser centrifugadas de inmediato,
bajo un periodo de tiempo constante, para prevenir una eventual
coagulacidn.

La centrifugacidn de sangre Lratada con anticoagulantes debe
ser regul ada cuidadosamenle tanto en velocidad como en temperatura
para no alterar los conslituyentas enddgenos de la sangre, como es
el caso de los trigliceérldos y el colesterol (252,253,284). Las
velocldades bajas (menos de 1000 rpms) requieren mayor tiempo (mis
de 30 min.,) para la separacidn. adecuada del plasma y las células.
Las velocldades altas (2000~-3000 rpm) producen separaciones rapidas
C10~-18 min) pero generan calar por friccidn, lo cual serd una
desventaja para fdrmacos y metabnlitbos termoldbiles, Las
centrifugas. refrigeradas son una opcldn pero deben ser opsradas a

unos 10 grados centigrados para prevenir la posible precipitacidn
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de globulina.

Frecuentemente, es necesario almacenar las muestras de sanére
colectadas y tratadas, antes del andlisis.

La sangre que se almacena tapada a temperatura ambiente, no
sdlo tiende a coagular sino que contimia su actividad enzimdtica
(2595,858). Por ejemplo; la actividad de la acetilcolinesterasa en
sangre almacenada, hidroliza ésteres contenidos en fdarmacos como la
cocaina y la diacetilmorfina Cheroina). Tal ataque enzimatico puede
inhibirse con NAF acetilcolinesterasa, o ser retardada con baja
temperatura, (por ejemplo, a 10 grados centigrados). El uso de
temperaturas bajas tiene desventajas. El enfriar o congelar las
muestras de sangre puede producir hemdlisis, destruccidn celular y
desnaturalizacidn de proteinas, rcuando son descongeladas, lo que
resulta en muestras de plasma ¢ suero gue son diferentes a la
sangre sin congelar. La coagulacidn se produce a menos que Se
prevenga con un anticoagulante y debe controlarse cuidadosamente la
temperatura para asegurar una coagulacidn reproducible. Los
farmacos que se distribuyen extensamente en los erirocitos suelen’
dar valores elevados en suero o plasma durante el ensayo cuando
estas muestras se calientan (287,258,2%9,280).

La sangre congelada puede usarse cuando se desea analizar la
concentracidn del fdrmaco total ys0 metabolitos. Esto no se lleva a
cabo satisfactoriamente si la integridad celular se destruye. La
desventaja es  la  dificultad de ‘pipetear la muestra y la
interferencia de los componentes celulares durante los ensayos. )

La congelacidn de suerc o plasma es mis practica que la sangre
total. Sin embargo, pusde ocurrir desnaturalizacidn de proteinas en
plasma o susro al descongelar la muestra debido a la rsorientacidn
de su esbructura helicoidal y por ello producirse la precipitaciéh
de proteinas (261). Las proteinas desnaturalizadas del suero 6
plasma afectan el enlace del fdrmaco, Los ensayos ‘de  fdrmacos
libres o enlazados son diferentes entre las muestras de suero o

plasma congelado (282>, Las fracciones proteicas de suera o plasma.

S que precipitan despuss e congelar Yy descongelér son

predominantemente globulinas y su. precipitacidn puede variar - la



concentracidn de material snlazado a. estas globulinas cuando se
analiza la solucidén sobrenadante.

La evaporacion de muestras de‘sangre pusde afectar el andlisis
de lns fdrmacos y/o metabolitos voldtiles, particularmente en
muestras congeladas sin tapar y que son descongeladas rdpidamente.
La mayor pérdida de peso se da debido a la evaporacidn de muestras
de suero almacenadas a temperatura ambiente en recipientes
descublertos,

Se ha repartado que la heparina tnhibe la
estorglicerolhidrolasa a altas concentraciones y la acliva a bajas
concentraciones, asi que oste anticoagulante no debe ser usado
indiscriminadamente. Pusde usarse la homocisteina para estabilizar
sustancias gque se oxidan rdpidamente (263> o EDTA para dar
estabilidad a los fdrmacus fotosensibles (264).

Uno de los estudios sobre la estabilidad durante el almacenaje
de dcidos grasos no estdriles (NEFA) en sangre o plasma demuesiran
claramente que (1) la sangre puede almacenarse por 2 horas a
temperatlura ambiente y por 48 horas a 4 grades centigrados sin
cambios significativos de . NEFA, y que C2) el plasma pueds ser
almacenado por 6 horas a temperatura ambiente y 48 horas a 4 grados
centigrados, se vcentrifugan y se separan inmediatamesnte de la
sangre total sin  cambios significativos de HEFA, Estos
descubrimientos pusden aplicarse a farmacos tipo dcido y también a
otros farmacos netutros y bdsicos que no son. suceptibles al ataque
enzimitico sanguineo,

Los recipientes de vidrio contienen muchos grupeos hidroxilo
libres sobre su superficie que pueden formar puentes de hidrdgenc
con muchos fdrmacos y sus metabolitos, La silanizacién de estos
grupos hidroxilo con reactivos quimicos como el trimetilclorosilanc
y ©l hexadimetilclorosilano forman dteres silano no extraibles de
manera que no enlazan fdrmacos ni sus metabolitos, Las soluciones
comerciales para silanizacién de material de vidrio no forman tales
enlaces covalentes, por esto no son recomendables, ya qué pueden
interferir on los subsecusntes procedimientos de analisis. k

Un [armaco - altamente liposoiuble pusde tener una mayor
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atraccion por los grupos alquilo enlazados a los dleres silano que
por 1a sangre, plasma o suero y por eso se preficre la silanizacidn
con dimetilclorosilano,

Las paredes de Jos contenedores plasticos fracuentemente
muesiran enlaces de Van Der Waals con fdrmacos y melabolitos, vy
contienen antioxidantes y plastificantes que pueden interferir con
la Lécnica analitica elegida (265,2660), Ese caso tLambién ocurre con
los tubos de los catéteres empleados en las tomas oo las muestras

de sangre (287D,

SALIVA.

La longitud de tiempo previo al andlisis de muestras de
saliva, asi como las propiedades de estabilidad del farmaco
analizado hacia los constituyentes de la saliva, determinardn el
almacenaje necesario.

Ya que los fdrmacos pueden enlazarse a la superficle de los
contenedores, debe efectuarse silanizacidn sobre los recipientes de
vidrio. -

Los constituyentes enddgenos de la saliva, asi como las
enzimas, destruyen o alteran ciertos farmacos o metabolitos, El
ataque enzimdtico £ inhibe rafrigerancio é congelando
inmediatamente despuds de la' toma de muestra. Las muestras ‘de
saliva tienen que ser colectadas en aceites de parafina para
prevenir el escape de didxido de carbono y por ello cambios en el
pH. Una muestra de saliva recien adquirida 'y fresc‘a puede
mantenerse dentro de una jeringa, y sacando el aire, la Jeryinga
puede almacenarse, tapada, en refrigeracicn hasta el andlisis.

La saliva, al igual 'que la sangre, puade' almacenarse
liofilizada. Esta técnica s usa sobre muestras de saliva intactas
o con previa remocicn de las proteinas. )

La dascongelaci_o’n de las muestras de saliva congelada y la
reconstitucidn de muestras liofilizadas producen material insoluble
como calcio. Es posible que el precipitado puedan ser proteinas .y
los farmacos y/o sus metabolitos se pierdan de 1la muestra por

enlace a protelinas,
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LLa cavidad oeral contiene bacterias que pueden alterar los
farmacos en saliva y cambiar el pH durante ol almacenami=nto a

temperatura ambiente C236).

BILLS.

La descongelacicon de la bilic, =slmacenada a temperaturas de
batio de hielo o a -20 grados centiqgrados producirdn oplusas
cantidades de precipitado, el cual no se redisuelve con agitacidn,
Estw <sdlido es principalmente precipilado de colesterol, (ormado
por debajo de la temperatura micelar writica ;6o Gapad  de
antrampar fdrmacos y-/o sus metabolitlos. Este prablema se resuelve
subdividiendo porciones de las muestras de bilis en la cantidad que
s9 necesita para el analisis total. Esta porcidn, ya descongelada,
se diluye con agu;x y se mezcla para suspender o resoclubilizar el
precipitado.

La liofilizacion de la bilis se emplea ventajomamente con
farmacos o metabolitos que son ldbiles al pH o que son atacados
fdcilmente por las enzimas,

La superficie de los contenedores pueden enlazar la bilis
cuando contiene metabolitos polares y glucurdnidos por lo que se
hace necesaria la silanizacidn de todos los recipientes de vidrio

usados para el almacenamiento (238).

ORINA.

El incremento en el pH urinaric  debido al crecimiento
bacteriano por la formacidn de amonio, se previene almacenando a
temperaturas reducidas. La mayor desventaja de una ra‘pida
congelacion  de la orina es la precipitacidn. de. sustancias
insolubles al descongelar, gque. ganeralmente son mezclas de sales

inorgdnicas y dcido drico., La dilucidn con un volumen igual de agua

‘antes de congelar previene tal precipitacidn,

Los conservadores retardan el crecimiento bacteriano en la
orina, Pesulta  efectivo adicionar dcido bdrice =salido, Una
combinacidn. de cloruro de sodio-polivinilpirrolidona mantiene la

ostabilidad de la suspensidn de céiulas bacterianas y ejerce una



accidn  bacteriostatica. Estos preservativos pusden afectar el
analislts, El acido sulfamico Cun  agente bacteriastatica) no
interfiere con los ensayos de orina.

La orlna se liofiliza facilmente con los materiales volatiles
convertidos en sales, pero deherd demostrarse la estabilidad del

farmaco y--o sus metabolilos en su forma liofilizada (236).

HECES.,

Se han reportado temperaturas de ~-20 a -70 grados centigrados
como efectivas para @l almacenaje de muestras fecales.

El peso de los especimenes fecales congelados \lendrin
variaciones en la cantidad de agua dependiendo de la cantidad de
liﬁuidms incluidos en la dieta,

Estas muestras se deodorizan y deshidratan por liofilizacidn
si los farmacos y/o metabolitos son altamente volatiles. Tambidn
pueden formarse sales para prevenir la wvolatilizacidn., Las muaestras
fecales liofilizadas san fdcilmente pulverizadas,  pesadas vy
almacenadas.

Los homogenatos de muestras facales hdmedos son oblanidos
directamente por medio de un agitador comercial, con la adicidn de
volumenes medidos de agua.

Las muestras fecales se secan y- o esteriltzan @n una autoclave
para evitar la produccidn de mal olor por las bacterias durante <l
almacenaje. Las heces rcalentadas en un horne a 1283  grados
cent.igrados por 24 horas, se pulverizan fdcilmente en un mortero,
Estas métodos deben ser usados. con precaucidn ya que el calor

piroliza los fiarmacos y sus metabolilos (236).
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l.as normas del CAP (College of American Pathologists) 1ndican
que "ol laboratorio debe disponer de un libro de instrucciones
completo y detallade que cubra, la disposicidn de las pruebas,
precauciones que hay que tomar en procedimientos especiales,
métodos correctos para la conservacidn de las muestras. Su correcta
identificacion, su conser vacion y almacenamiento estaran
claramente expuestos por escrito para que puedan consultarse por
los encargados de recibir las muestras, Todos los procedinientos
deben ser de tal naturaleza que aseguren muestras satisfactorias
C23sn,

SOLICITUDES.

Los procedimientos correctos de solicitud de muestras aseguran
una idenLificacidn adecuada del sujeto sano voluntario y de la
muestra.

Tanto la Joint Comision on Accreditation of Hospitals CUCAH)
como los CAP Standards for Accreditation 6!‘ Medical Laboratories
reconocen @l papel clave de las solicitudes, Las notas
explicatorias de CAP Standard III exponen (2689):

®''Todas las solicitudes de muestras se realizan por escrito,
Se utilizarad un sello para establecer la fecha y hora en que se
recibid la peticidn en el laboratorio,..; estas peticiones e
informes identificarin al sujelo sano voluptario con certeza. Los
datos de identificacidn incluyen por lo menos, el nombre completo
del sujeto sano voluntario, edad y sexo’’.

LLa JCAH también solicita el siguiente registro en el
laboratorio: )

#'‘Se mantendra un registro de muesiras cada una de las chales
ha de ser numerade o identificado apropiadamente, Este registro
debe contener por lo menos la informacidn siguiente:

Identificacidn del sujeto sano voluntario

" Nombre del médico que esti siguiendo el estudio

Fecha y hora en que fus recogida la muestra

Fecha y hora de recepcidn de la muestra

Focha, hora y nombre del que examina la muestra
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Gausas de alguns muastra no satisfactaria’’

e manera ordinaria, las maeshtray de fos fluidos broloagicos
son obtenidas en clinicas que estan situadas fuera del drea donde
astas muestras serdn analizadns., Un gran inconvenieonte de westa
situacidn es que las parsonas  que  estdn  encargadas de  la
administracidn del fdrmaco y la toma de las muestras generaluente
ignoran los detalles que deben cuidarse para obtener muestras
satisfaclorias para el andlisis (2700,

Por esta razon es que se elaboran procedimientos especificos
donde se manifiesta la manera en que <a recaden las mesiras, oo
maneje, su almicenamiento, =1 Lismpo e vida media el farmaco on
el  Jtuidu a temperatura amblente, si  debe ser rongelado,
refrigerado, centrifugado, si se requiere usar conservador, qué
Lipo de conservadar, el intervale de tLoma, =n qué condiciones se
rechaza una muaestra, forma de identificacion de las muestras, e
incluso la cantidad a ser recogida (271,272).

Estos procedimientos deben ser conocidos tambien por el
personal del laboratorio analitico conservande una copia para
cualquier aclaracidn.

Para asegurar que estos procedimientos sean llevados a cabo
adocuadamente, es recomendable tLener un monitor quimica C(persona
del laboratorio analitico que certifique los procedimientos en la
clinica) el cual debe también tener su propia copia de los
procedimientos a seguir (273).

Para obtener todas las muestras que son requeridas para un
andlisis y también para asegurar su calidad, se harda con Liempo
suficiente una solicitud de wueslcas de los sujelos paclicipantes
en el estudio. La clinica puede pedir (nformacidn adicional :.a.l
laboratorio analiico si algin punto en los procedimiontos no queda
totalments clare. De esta solicitud Lambien depends quo la
seleccidn del sujeto sano voluntario sea adecdada. ya que en ella
se incluyen las caracteristicas que debe reunir Lal sujeto (E740.

El traslado de las muestras desde la cli’nica‘ al “sitio de

andlisis se reallzard deo wmanera ceorrecta y muy cuidadosa  para
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evitar rupturas, peérdidacs o ronfusiones. Este proceso ue sigue
mediante un procedimienta que egstard Por escritoa. De manera general
se recomienca hacer =l traslado oo 135 nuestras a traves o cajas «
gradillas de unicel que proporciopan un amortiguamiento adecuado
para las muestras, Tambieén S tendrd on cuenta que tan largo serd
el recorrirlo para saber <i las mues'ras Son trasladadas a bajas
temperaturas, congeladas, liofilizadas ¢275,276), protegidas de la
luz C277), elc.

Una vez qua las muestras |legap al laboratorio apalitico, la
persona que va a recibirlas se ocupara de hacerle de una en una,
verificando que la identificacidndps Correcta, que las condiciones
de conservacion se han respetado, que 8l estado de las muesiras es
el adecuadn, que el nimero y la cantidad de muesiras sea ol
solicitado. Estos procedimientes también deben estar por sescrita
carey .

Para corroborar que €l desembarce de las muesiras es el
indicado, puede tenerse un mopnjtor clinico (persopa de la clinica
que vigile la recepcidn de las Miestras aen el lsbaratorio
apalitico) que verifique que son man®jadas adecuadamente y guidn
también tendrd una copia del procedimifnteo escrilo,

Una vez que se han veriricado las muestras, y despuss de
comprobar que las muestras ©ostidn com® so esperaban, se firma de
recibido C279,280), I

Por olro lado, el laboratorio apalitico llevarad un registro de
las muestras ingresadas donde se especifique el nimerc de muestras
que se reciben, de qué manera estdn identificadas y en qus
condiclones se reciben.

Una vez hecho esto, el laboratorie analitico continuard con

las condiciones de cunservacion para 1as muestras (281) o realizara:

las tdcnicas de preparacidn de la$ muestras en casn de ser

necesario,
CONTROL. DE CALIDAD €289),

El. control de calidad en un piocanilisis es necesario para

verificar si los dates que se obtiehsn son correcltos o si las
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desviaciones encontradas se deben a ertwres en ol andlisis. Tambien
cirve para verificar si los analistas no estan  introdueiandn

variablee que puedan Llavar a resilLados ervatyoos G288, 2870

CONTPOL, DE CALIDAD THTERNO,

El control oo calidad interna ha sido definido en terminos
amplios como una Juta de la imprecizion de un ensayo con el nbjeto
de minimizar las variaciones intralaboralortio,

En el desarrollo inicial de un metoda, se obLiene una burda
guia de la imprecisidn que puede ser esperada, aunque generalmente
al numero de muestras anaiizadas y las veces an que’ se ansayan
resultan ser una guia muy pobre. Una opcidn es analizar un grupo de
muestras C(minimo a sels cdnceniraciones diferentes) en seis
ocasiones diferentes. Idealmente, las desviaciones estandar
obtenidas serin relativas a cada concentracidn y reproducidas cada
vez que el experimento se repita. En la realidad, los valores
encontrados para un andlisis en particular sodlo pueden usarse para
indicar que el método tienen una precision aceplable. El control de
calidad es para asegurar gue la precisidn se asta logrsndo.

El primer pasao para _Asegurar que la calidad e un método
analitico resulta adecuada es establecer que cualquier estandar -ya
sea para calibracién o control de calidad- esta hecho
correctamente. Para esto se préparan soluciones stock del farmaco
dentro del rango tedrico de concentraciones a medir y se valida
contra errores de pesada o de dilucién. Para propdsitos de control
de calidad, estas soluciones slock validadas se adicionan a un pool
de fluido bioldgico libre del firmaco, se dividen en voltumenss coma
los empleados normalmente en los andlisis y se congeian para su uso
posterior junto con las muestras problema, Los valores obtenidos de
las soluciones stock se usan para decidir si el andlisis de un lote
de muestras on particular es aceptado o rechazado. Los criterios de
acoptacion se establecen sobre un intervale -de . porcantajes de
contenido dei fdrmaca,  que resulla mias real que  emplear  Law
desviaciones esténdar‘dw los wrkayos . Los valores encontrados para

cada lole' se inspeccionan para su aceptacidn o rechazo. Je analiza
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una muestra de control de calidad a cada concentracion por Landa de
nuestras problema, Los resultlados de cualquier Landa de andlisis se
rechaza si tres o mis resultados de control de calidad estdn fuera
del 10% de los limites, o dos o mis resultados dsl control de
calidad estan fuera del limite =n un 20%

Los resultados no seran rechavados pero si observaran meclidass
correctivas si dow valares sucesivos de la misma muestra de contral
de calidad estdn ftuera del Llimite en un 20% o siete valores
sucesivos del espacimen de control de calijdad estan 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 andlisis de farmacos como un servicio de rutina o como parte
de un proyecto de desarrollo, Se debera unir un esquema de
seguimiento externo junto con un esquema de control de caliclad
interno. Este programa puede ahorrar Lrabajo posterior resolviendo
las discrepancias entre laboratorios que actuan separadanente
a87d.

A diferencia de los esquemas de conlroi de calidad internao,
los esquemas externos no puoden ser usados para docidir sobre la
aceptacidn o rechazo de resultados ya que pasa un periodo de tLiempo
antes de que los resultados se conozcan, Los labaratorios
participantes deberdn ser entrenados de como seguir su propio
esquema de control de calidad interno.  Los raportes de los
laboratorios participantes deberadn incluir el numero de resultados
usados en los cdlculos, la merdia, la desviacion estandar, el valor
verdadero en la preparacidn original y los resultades de los
participantes (272,288).

Se



CAPITULO 3
ETAPA IIl. ETAPA PREVIA AL ANALISIS.



CAPITULO 3
ETAPA Iil. ETAPA PREVIA Al ANALISIS.

[



31 DISENO DE METODOS ANALITICOS PARA LA CUANTIFICACION
DE FARMACOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS.

REVISTON BIBLTIOGRAFICA.

La etapa de disefo comprends una revision bibliografica
exahustiva con ta rinalidad de conocer las propiedades tisicas,
quimicas, estabilidad e interacoiones del analito, asi  como
referencias  para la cuantificacion el misma  por  un metado
analitico adecuado (841 ,2920.

Dentro de esta misma etapa se pueden considerar, al menos dos
alternativas para cumplir dichao objetivo. La primera es la
adaptacion, da manera parcial, de las condiciones analiticas
reportadas en la literatura; la segunda, es la acdaptacien y
reproduccion de manera fidedigna de las condiciones analiticas
einpl eadas © reportadas previamente por otraoys grupos de

investigacion u organismos regulatorios.

Se puede adaptar un método de manera total cuando en la .

literatura CJournal Chromatographic Sclence N Fharmaceutical
Research, Biochomatography, Jlournal —of
Journal of High Resolution Chromatography, elc.), se han enconlrado
las condiciones adecuadas para el andlisis del analito o la
resolucidn a un  problema parecida al que se Lenga  en el
laboratorin; tambien es posible que se sigan los metodos cantenidys
en los compendlos oficiales (USP, BP, etc.u. :

El problema con los mdtodos ofliciales y con muchos otros de ' la
literatura, es que generalmente estdn disefiados para farmacos en
matrices mucho menos complejas que las biulc’:gicas. En los métodos
de anilisls bloquimicd se involucran dos etapasi Ca) purificacidn y
Cb) cuantificacidn Cocasionalmente La cuéntificacién‘ directa es
posible) (&893,204,208,206), Por - tal razdn, es(a literétur’é sd)lo

logra guiarnos en la resolucidn de algun problema en particular vy

~su adaptacidén serd parcial y tendra’ que completarse con  melodos

élagiclms sggﬁn la mnatuyraleza ‘del. compuesto 'y del material

‘bioldgrea, Para esto, es necesario copnocer las difersntes tecnicas

Liquid - Chamatographic,



que se encuentran en la bhibliogratia y con las que se puede lograr
la estracciodn, purificaridn, o separacidn del analito de la matriz
binlhgica para su cuantificacion por CLAR,

vuando se emplea la idcnica de CLAR para cuanbificaidn dol
farmaceo se debe comenzar por definir el tipo de cromatoagrafia (y
por consiguiente el tipo de columnal) que se va a wlilizar C297) y
puede ser: fase normal (298, 299, 300, 301), fase reversa (302,
303, 304, 308, 306), intercambio idnice (307, 308, 309, 310, 311,
312, 313, par idn (314, 315, 316, 317, 318, 319, resolucidn
enantiomérica (320, 32at, 322, 323, 324, 328, 2326, 327, 328, 329,
330, 331, 332, 333, 334,>, etc, (335, 338). Esio depende no sdlo de
las caracteristicas fisicoquimicas del analito sino también de la
naturaleza de la matriz bioldgica (337, 338, 339), Sera necesario,
asimismo, seleccionar el tipo de deteccidn dependiendo de las
propiedades del apalito y la sensitividad y selectividad que se
requlera. En este contexto estdn el indice de refraccion (340, 34,
342>, fluorescencia , deteccion elesctroquimica (343, 344, 345, 348,
347, 348, 348 e incluso, la espectrometria de masas CSSO_). La
desventaja de eostos tipos de deteccidn es que no todos los
compuestos axhiben las propiedades caracteristicas para su empleo y
se tiene que recurrir a la derivatizacidn para lograr la deleccion,
El tLipo de deteccidn mds usade es ©l UV-Visible ya gue la mayoria
de los coampuestos dan respuesta dentro de este in(-arvaln del
espectro 'y las limites de detuccion son bastante adecuados, de
ng-/ml para compuestos copjugados y aromiticos Cambos a longitudes
de onda mayores de 230nm) y alifdticos Ca longitudes de onda de
200-230nmd>. El detector UV-visible adaptado con arregiu de diodos
es de gran utilidad para probar la pureza de los compﬁes@.os
presentes en cierta nuestra Y para asegurar que un meétodo tiene la
especificidad necesaria para la cuantificacién de wn  férmaco
contenido en un fluido bioldgice (351, 3852, 353, 384). En la
prdctica,  las longitudes de onda por debajo de. los  280nm  son
desfavorables por las interferencias que causan los compuestos
anddgenos (388). La deteccidn m\LreleO-EiOnm, phada emplearse si

la fase mévil es bien elegida. A estas longitudes de onda las
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ahsortividades molares (&) son relativament.e altas., Fl miximo de
al:a:sorbancia do up analito no es necesariamente la longitud de onda
preferida para la deteccidn ya que la relacidn seiial a ruido C(s/nd
puende ser muy baja. En general, las interferencias disminuyen a
longitudes de onda mayores, pero desafortunadamentes, también la
absorbancia del amalito (388).

Las técnicas de purificacidn pueden incluir cualquier
procedimiento que remusva selectivamente el compuesto de interés de
otro material (387,

La primera elapa en e! procesamiento de la musstra es la
destruccion de la estructura matriz (388,359,360,381). Esto debe
realizarse tan completamente como sea posible ya que el rendimiento
en el proceso de aislamiento y recobro subsecuente depende
considerablemente de ésto (382,363,384, 308).,

A . "‘!«t’

RUPTURA DE LOS CONJUGADOS DEL FARMACO.

La détarminacio‘n directa de los conjugados puede ser sumamenle
complicado (368,367) ya que son muy polares y esto ocasiona que su
extraccidn se difuculte, (368,369). La posibilidad de forwacidn de
varios conjugados del compuesto original (370 o de un metabolito
primario  hace que resulte dificil interpretar el andlisis
C371,3722, ¥ sintetizar "un estiandar para los derivades es muy
dificil. Ademds, si{ se considera 1la posibilidad de una
determinacidn directa por medio de la cromalografia idn-par €373,
es convenieni-@ que los conjugados sean determinados por medida
diferencial, dsto es, determinar si los productos del rompimiente
de un conjugado son menores qué ol compuesto no conjugade (374>, En
este caso, el rompimiento de los conugados del férmaco es un
procedimiento necesarlo en la muestra. En el caso de conjugados
ldbiles se realiza por simple cambio de pH C37"é,3?6,3‘?'?)' o
temperatura Cincubacidn) (378,370 en la muestra antes de la etapa
de limpleza; inciuso puede usarse la didlisis y la ultrafiliracidn
(380). Con conjugados estables, es necesario el use de enzimas
hidrol{ticas (381,382,383). La enzima que serd usada -ya sea la

attamente especifica -glucuronidasa (384,388 o la pobrements
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especifica glusulasa (3882~ depende del tipo de conjugado y puede
establecerse sdlo por experimentacidn (387). Al igual que en
cualquier reacccidn enzimdtica, el proreso de rupura de conjugado
de farmaco serd dependiene de pH, la temperatura y tiempo. La
mayoria de los procesos de rompimiento requiere de 24 horas de
incubacién a 37°C y pll 5,0, pera astas condiciones no son

general izadas (388),

PROCEDIMIENTOS DE LIMPIEZA.

Pricticamente todas las técnicas de separacion pueden ser
copsideradas para la limpieza de muestras:

Mprecipitacion

ufiltracidn y sedimentacidn

xliofilizado

M¥ovaporacion

Mextraccion sdlido-liquidos y liguido-liquido

Los procedimientos de limpieza, en principio, separan
cuantitativamente los analitos de todo el material que no estd
siendo determinado. Son embargo, en muchos casos es nocesario usar
combi naciones de las técnicas enlistadas.

La mds simple es la extraccidn ligquido-liquido seguido de la
evaporacidn del solvente a fin de concentrar el compuesto que va a

ser determinado.

PROCEDIMIENTOS ESTANDAR DE LABORATORIO.
La  precipitacidn, 1la filtracidn, la sedimentacidon 'y 1la

liofilizacidn son los principales procedimientos conocidos y

ompleados por la mayoria de los laboratorios. Sin.detallarlos, a

continuacidn se puntualizardn los problemas que conducen a una

pirdida del principio en los procesos de limpleza:

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

matriz, la precipitacion de los constituysntes mayores de’ la



muaestra resulta ser un aran problema ya que el analito se adsorbe
sabre la superficie del precipitado y es ocluido en este « 384,390,
Esta posibilidad se presenta en la desproteinizacion (24l, 3920,
Puede agregarse cue, =n muchos casos, el fendmeno de adsorcion y el
de aclusian, pravocan muchas variaciones en las ensayrs dabido a
que el analito no se recypera en forma reproducible,

Este problema puede solucionarse con el uso de un estandar
interno de caracteristicas similares a las del analita, va que
conwcinndo su concentracion inicial y determinando =i concentracy.n

final, @s posible seroen U properoion se esta periiendas .l

analito durante al tratamiento,

Blanchard ha estudiade la eficliencia de los diferentes agentes
precipitantes de proteinas (393,3642. La misma fase madvii puede
actyar camo precipitante, de agui el dafo que las préteinas en las
muestras pueden causar en las  columnas al  ser | inyectadas

directamente sin limpreza previa (3095, 3962,

FILTRACION Y SEDIMENTACION.

La filtracidn y la sedimontacidn (por gravedad o en una
centrifuga) se asumen como tochicas equivalentes para la separacidn
de liquidos y sdlidos. En el andlisis de trazas, sin embargo, ia
filtracidn se delega por la centrifugacion (397,398) ya que la
muestra no ent,r$ en contacto con el material que constituye el
fittro que tiene una gran capacidad absorbente para el analiteo vy
esto causa problemas en la  recuperacidn  (exachitudd) y - la
reproducibilidad (preacisionl. Esto tambisn debe Lenarca wn cuenta

cuando se hace uso de ta ultirafiltracion <399),

EVAPORACION.

la evaporacidn de los solventes es .amplian\ernte usada 'y se
considara que no- cadsa problemas en la mayoria de - los casos.
Durante la evaporkac.mn se trabaja con nitrdgeno o algin otro gas
inerte siempre que se manejon analitos que sufren oxidacion (4005,

Mientras que la idea general para una svaporacidn cuidadosa es

un punto de ebullicidn medlo de los componentes a aevaporar, algunos
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evaporan bajo presian reducicda y usando la tuerza cenlrifuga 300
a fin de prevenir las burbijas de vapor oue en un principio casn
del solvente. Otros usan bafos de vapor bajo la superficie del
solvente, esto no sdle previene la oxidacion del analite sino que

disminuye la temperalura de evaporacion.

LIQFILIZACION,

Para compuestos termalabtles, la liofilizacidn se prefieres
sobre la evaporacion de fases acuosas. $in embargo, se tienen
fuartes problemas cuaande  se  vsa para . muesiras con altas
concentraciones de sales, cono en @l caso de la orina, ya qua ws
preroquisito que la muestra permanezca por debajo del punto de
fusidn del analito durante todo el procesa. Una alta concentracidn
de sales pusde disminuir =l punto de fusidn tan drasticamente que
la muestra comieza a fundirse inmediatamente sin que ol punto
optimo para la liofilizacidn sea alcanzado., En este caso, es
conveniente diluir la muestra con una cantidad suficiente de agua

destilada antes de someterla al proceso de llofilizado.

EXTRACCION.

A diferencia de muchos procedimientos de limpieza, la
axtr.accién @es la mds comunmente usada. Siendo en principin
relativamente simple (401,402) y rdpida, da a la vez una alta
purificacidn (403,404,

El procedimiento usual es la extraccion liquido-liquido entre
fases acuosas y no acuosas. Aunque los solventes usados na son
miscibles en agua, debe tomarse en cuenta una posible miscibllidad
ya que los compuestos polares pueden difundirse ficilmente a la
fase orgdnica ademds de en el agua disolvente. Esto no se resuslve
por simple presaturacidn del solvente de extraccion, por lo que ol
extracto se lava varias veces con una pequetia cantidad de fase
acuosa pura, ’

El medin de extraccion no se separa solo, ésle puwde
introducir nuevas compuestos (impurezas del solvente) en la muestra

analitica. Para andlisis o rulina a nivel porcentual, éesto



generalmente no tiene efecto, pero interfiere seriamente con
andlisis de trazas a niveles de ppm y ppb. So debe de notar que las
impurpzas a este nivel normalmente no son enlistadas en la etiqueta
de los solventes. AUn los solvenles de grado analitico pueden
necesitar purificacidn, p.ej. redestilacidn o tratamiento con
adsorbentes. En este contexto, se debe recordar que el término
"impureza” estd en funcidn del principio de deteccidn empleado y
presentan di ferentes requerimientos do pureza para uv,
fluorescencia y deteccidn amperométrica (408, 406,407).

El mezclado para la extraccidn se realiza por agitacién y un
nuimero de opciones C(por ejempleo, un agitador wvdrtex o agitacidn
manual)., La intensidad y la duracidn de la agitacidn infiuye en al
rendimiento de la wextraccidn, asf{ que es necesario preveer un
tiempo suficiente para la extraccidon (408). En ocasiones oS
preferible una agitacidn suave en vez del vortex para evitar la
formacidén de emulsiones C(409).

Este requerimiento pusde dar lugar a volumenes dificiles de
manejar, especialmente cuando se trabaja con una gran cantidad de
muestras. Junto con la gran canlidad de solvente, se aumenta la
dificultad por e! manejo de los residuos y el alargamiento del
tiempo de evaporacidn, Todo esto puede, ademis, afectar la
estabilidad de la muestra €4100.

La eleccidn de recipientes de vidrio también presenta
dificultades sobre todo ©n el andlisis de trazas donde los
problemas de adsorcion del analito a la superficie se incrementa,
Se requiere entonces, reducir el trabajo de la muestra tanto como
sea posible,

El rendimiento de extraccidn estd direclamente relacionado al
coeficiente de particidn del compuesto de interés entre las dos
fases y se optimiza con el uso de una fase organica apropiadé
C4110,

Los coeficientes de particidn son, en . muchos casos,
da;'aendientas del pH y muestran tambieén gradientes inversos debido a
la existencia de diferentes grupos funcionales en la misma nolecula

C4120.
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Es conveniente graficar el lag K C(ceeficiente de particion)
vs pl con el fin de elegir el pH mids favorable para la extraccion.
Cuando @sto no sea posible, se puede Lomar en cuenta la acidez de
los grupos'funcinnalos y la influencia de olros sustituyentes en la
molécula C413), A continuacidn se da una breve indicacién del orden
de acidez dacreciente para los siguientes grupos funcionales:

R-S0, > R-COOH > R-SO,NH, > OH fendlicos > R-HCCH.D 5 » R-NH,

Ya que un cambio de pH puede servir para separar compuestos
estrechamente relacionados, por ejemplo un farmaco y su metabolito,
es necesario conocer e! intervalo de pH opLimo entre diferentes
compuestos a fin de extraerlos completamente,

L.os compuestos de polaridad alta o de cardcter anfoteérico
se extraen con dificultad a cualquler pH.

Frecuentemente, se logra la extraccion reduciendo el volumen
de la fase acuosa o por liofjilizado antes de la extraccidn, Otras
posibles soluciones son por saturacidn mediante la adicidn de NacCl
o Na,S0, anhidro hasta que la fase acuosa desaparezca de la
orgdnica por un proceso conocido como *‘salling out'’ (414), Puede
intentarse la extraccidn con un ‘‘barrido’’ de polaridad desde
n-hexana a una mezcla de aguasetanol; o de agua a una mezcla
elanol /n-hexano, La extraccidn liquido-liquido puede emplearse en
l1{nea con el sistema cromatogrifico C(418).

Otra técnlc; muy empleada es el uso de los agentes formadores
de pares idnicos por medio de los cuales se forman complejos

neutrales que pueden extraerse fdcilmenle: R

+ -
A Canalitod + T C(agente formador del par-1dn) = AI Cneutral)

" En la taba 3.1 se presenta un resumen de los prcedimientos
estiandar de laboratorio, los problemas que presentan 'y los

controles que se pueden emplear.
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TABLA 3.1 PROCEDIMIENTOS DE tIHPIEZA. PROBLEMAS Y

“

CONTROLES.

TIPO Precipitacién | Filtracién | Liofilizacién | Evaporacién | Extraccién | Extraccitn
liguido-~- sbélido-
ligquido liguido

PROBLE~ | Oclusidn del Las trazas | Alta Oxidacién 1. 1.
MA analito se concentracién | de analitos | Impurezas Seleccidén
adsorben de sales en del del
en el la muestra solvente empaque de
flitro introduci- | la columna
- dos en la Yy los
muestra solventes
2. de
Formacién extraccibn
de 2.
emulsiones | variacidén
. de la
Extraccibn | superficie
de de la
compuestos | columna
anfotéri~
cos
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PROCE-
DPIMIEN-

CONTROL

Uso de
estandar
interno

Emplear la
centrifu-
gacién

Piluir 1la
muestra antes
del :
liofilizado

- Usar

nitrégeno u

otro gas
inerte

- Emplear
bafios de
vapor

- Emplear
presién
reducida
-~ Emplear
la centri-
fugacién

1. Mejorar
la calidad
del
solvente
2.
Agitacién
manual
suave. No
vortex

3.
Disminuir
volumen de
fase
acuosa,
liofili-
zar,
saturar
con sales
o extraer
con un
barrido de
solventes

1.
Verificar
caracte-
risticas
del
analito y
la matriz
biolégica

Desprotei~
nizacién y
preconcen-
tracién
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Cuando se emplwan los procedimientos estdndar de laboratorio y
no se logra una buena recuperacidn del farmaco es nacgfario probar
okros procedimientos alternos que aunque sean menos tradicionales,
pueden resultar en una mejor recuperacidén del farmaco.
Moxtraccidn en fase sdlida
#derivatizaciodn

Mswitching de coiumna

EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Otro mode de extraer solutos de muestiras bioldgicas ws
mediante su adsorcidn selectiva sobre la superficie de particulas
sdlidas, Esta forma de pretratamiento de muestra se ha hecho muy
popular en aiflos recientes. El principio se visualiza en la figura
3.1, )

AN mEaEs)

N
.
GO DD

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 Extraccidn en fase sdlida. Principio y procedimiento.
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El fluido bioldgico se forza a través de una pequeiia columna
jlena con particulas sdlidas recubiertas las  cuales  pueden
‘necesitar de un acondicionado previo, Los apalitos contenidos en el
fluido blolééico muestran una gran afinidad por la superficie del
sdlido slendo fuertemente adsorbido sobre la superficie del empaque
de la columna., La columna de extraccidn se lava posteriormenlte con
un solvente de fuerza de elucidn suficiente para que los compuestos
de interferencla sean eluidos de la columna pero no asi el analito,
Entonces el analito que se ha retenido se desadsorhe del sdlido
conun solvente de fuerza de elucidn adecuada y se colecta para su
andlisis posterior (418),

La seleccldn del tipo de adsorbente es, en primera instancia,
determinado por la naturaleza de los ‘solutes y el fluido bioldgico
C417). Upa columna empacada con una superficie polar, como la
silica gel, serd usada para adsorber medios polares y solutos
polares disueltos en solventes no polares C(418). Un empaqué con
superficie no polar, en este caso silica gel alquil modificada,
resulta adecuado para los problemas mds comunes de adsorcidén de
medios polares y solutos lipofilicos desde soluciones acuosas
C419). Los empaques de intercambio idnico 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
bioldgicas se emplean principalmente lo§ empaques no polares y los
de intercambio idnico, aunque los empaques no polares comienzan a
hacerse populares (420,421,422,

‘Las muestras bioldgicas contienen un gran nimero de compuestos
enddgenos que difieren ampliamente en su polaridad y los cuales
muestran una afinidad variable por los empaques solidos no polares
C423,4240. Esto es muy importante para seleccionar la composici.én
de los solventes de lavado y desadsorcidn a fin de lograr que el
compuesto mds polar de-la matriz se eluya y el compuesto mds
lipofilico permanezca sobre el empaque sdlido. Es necesario que la
diferencia en la fuerza de elucidn de los solventés de . lavado y
desadsorcidn sea lo mis pequiia’. posible, De esta manera se puéda

colectar el anpalito junto solamente con algunos componentes de la



EMPAQUES POLARES Silica Gel
Al 20 g )
Slica Gel Madi v ada C~CN;,
a ~dinl; -NO:". Yy -NHz)
Dexteanas madificadas
EMPAQUES NO POLARES Polimeras porosos C(XAD)
Carbdn Poroso
Silica Gel Modificada C-C,-C, .5
o -~ciclohexil; -Fenil; -F; -CND

Dextranas modificadas

INTERCAMBI ADORES I1ONICOS Resinas
Silica Gel Modificada
_ Dextranas modificadas
Grupos Aclidos: Acido Sulfdpico,
Acido carboxilica
Grupos Basicos: Aminas
secundarias, Aminas

cuaternarias.

ESPECI ALI ZADAS Sitica Gal Modifivida de Acido
Fenilbordnico

Eapagues para Tamurmoatsng elarg
3 }

TABLA 3.2 Lista do empaques de columna disponibles comercialmente y

adecuadas para extraccion en fase sdlida,

matriz de polaridad similar (428,426,

Otro aspecto de la extraccidon en fase sdlida que ha tenido

poca atencidn, es el hecho de que la superficie Je la fase sdlida
se madifica debido- a la fuerza de adsorcidn de los compuestos

presentes en la matriz bioldgica en una cantidad relativamante
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grande, Por ejemplo, el plasma contiene aproximadamente 70 mg/ml de
proteinas, las cuales muestran una fuorte adsorcidn sobre  los
empaques nho polares en presencia de agua. La carga de proteinas
para un empaque no polar puede ser Ltan allo como de 100 mg. g de
empaque. Sin embargo, cuando se aplica 1 ml de plasma a una columna
diz extraccidn de fase sdlida conteniendo 0.8 g de empaque, la
superficie del empaque se satura con proteinas. La adsorcidn del
analito y los compuestos de la matriz ocurre enlonrnes sobre las
proleinas adsorbidas como una especie de enlace a proteinas en vez
e adsorberse en el empajgue de la columna. Esta es una situacion
indeseable ya que las propiedades cromatograficas de la coluwna de
extraccidon dependen, entonces, de la @ cantidad de proteinas
presentes en la muestra y del tipo de empaque solido usado. Esta
pucde ser una de las razones por la que alqunos aulores encuentran
diferencias significativas en la recuperacién enlre las diferentes
columnas disponibles comercialmente y tambisn entre lates de una
misma marca (427>, Por esto, aunque la seleccidn de los solventes
de lavado y desadsorcidn estén de acuerdo a las caracteristicas
cromatograficas del analite que se desea cuantificar y'sa emplee
una columna analitica que contenga el mismo Lipo de empaque que la
columna de. extraccidn, no es posible obener una recuperacidn
reproducible cuando la superficie se modifica por las proteinas );a
que el enlace a las proteinas no puede ser controlado, Como opcicn
50 recurre a la remocidén de ltas proteinas y la preconcentracion de
la muestra para lograr ‘la reproducibilidad del brocedimient.o y
disminuir la variacidn en la recuperacién debido a la coniposicic‘wn
de la muestra, ‘ ‘

La oxtraccidn en fase sdélida tambien ha sido @lnpleada en plel
>C428,4893. tejido - animal 4300, misculo (431,432, higada
€431,4332, y rindn (431,434,438) después de la homogenizacidn.
También se . ha- empl eado directamenté en . orina
€438, 437,438,430, 440, 441 , 442,443,444, 448, 446>, saliva (437>, bilis
(433,447>, jugo gastrico (433) y heces (433D,

Cuando se comhina la estraccicn en fase sdélida con CLAR hay '

otro aspectc que deberd considerarse y es la seleccidn del Lipo de

+
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empaque en ambas columnas CJde separacidn y analitica) (448,449,
Estos empaques deben de ser tan diferentes como sea posible a fin
de crear un sistema multidimensional y tener un poder de separacidn
mucho mayor que con una sola columna C480), Al respecto, una de las
grandes desventajas de la extraccidn en fase liquida es que
combinada con CLAR carece de esta caracteristica multidimensional.
La seleccidn de los empagues de columna para extraccidn en fase
sdlida puede extenderse con empaques que adsorben sélec!.ivamanto un
compuesto en particular o un grupo de compuestos de acuerdo a las
caracteristicas de polaridad que les confiere un determinado grupo
funcional C451,484). Otra ventaja es la posible automatizacidn
on-line combinando CLAR con extraccidn en fase sdlida €452),

Para constituyentes en trazas se ha desarrollado un método en
pipeta Pasteur (453).

En muchos casos, el rendimiento  de la extraccion
liquido-sélido, es supsrior a la de la extraceidn liquido-liquido
(458,4586), pero el ndmero y la cantidad de constituyentes
co-extralidos es tambieén grande (457). Ademas, puedon necesitarse
mas etapas previas de limpieza que para la extraccidn
liquido-liquido. La combinacion de diferentes mecanismos de
extraccidn, siempre que sea posible, son recomendables ya que
resulta en extractos muy limpios, sin embargo, la optimizacidn
resulta mds complicada que en extracciones simples. .

En andlisis de rutina, el uso de las columnas de extraccidn
liquido-sdlido muestran grandes ventajas practicas como son la
facilidad de preparacidn, un menor consumo de Liempo muy
importante en compuestos ficilmente oxidables (458) y el empleo de

cantidades de muestra mds pequeiias C459),

FORMACION DE DERIYADOS.

La formacidn de derivados se utiliza cuando se necesita dar
estabilidad a los fdrmacos en el caso de que estos resulien
fdcilmente degradables en el medio del fluide bijocldgico, © si son
volitiles o reactivos, También es ‘L’ILLI cuando ‘se necesita cambiar

la polaridad de un compuesto para facilitar su extraccidn o su
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separacidn cromatografica o para extraerlo selectivamente madiante
una reaccion  especifica. Y mis cominmente para provear e
detectabilidad a los farmacos que hw la tienen o si se desea
incrementar la sensibilidad (460,461,

Los farmacos pueden ser neutros, dcidos o basicos. Formando
derivados de alguno o todos las grupes funcionales en su molecula
pueden logarse compuestos detectables (462) y con caracteristicas
cromatograficas, Ya gque el detector UV-visible es el mas comunment.e
usacdo, Ja formacion de derivados generalmente se enfoca a
desarrol lar compuestos que absorban en este intervalo del espectro,
Los derivados fluorescentes se emploan para la deteccion de (razas

cuando otros detectores no pueden emplearse.

Dado que la formacidn de derivados se ha usado en un gran
numero Jde compuestos de interds farmacegtico, vamos a clasificarlos
de acuerdo a su grupo funcional como dcidos, alcaloides, aminas,
antibidticos, barbitdricos y compuestos relacionados, compuestos
hidroxi, esteroides y compuestos miscelaneos. Esta clasificacion

facilitard la comprensidn dol proceso de derivatizacidn.

Actidos,

Este grupo se ha dividido en aminvdcidos y otros 4cidos
carbox{licos. Debe notarse que los aminodcidos y los cetodcidos
poseen oblros. grupos ademis del grupo carboxilico, los cuales
permiten tener diferentes opciones para formar derivados,

Aminodqidos. Un procedimiento que se ha usado extensamente
para el andlisis de aminodcidos es la formacién de deri vados de
feniltiohidantoinas. Estos derivados pueden separarse por alguna de
las siguientes modalidades de CLAR : Intercambio idnico, adsorci én
y fase reversa,

La reaccidn con 2,4-dinitrofluorobencena, se usa para el
andlisis de aminodcidos N-termlnales mediante deteccion U, V.

El. cloruro de dansilo Ccloruro de
8-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonilo) reacciona con el grupo amino

para formar derivados altamente fluorescentes. El reemplazo del




grupo dimetilamino «el cloruro de dansilo por un  grupo
di ~n-butilamifio da lugar a la formacién de derivados menos polares

que pueden axtraerse fdicilmente de la mezcla de reacccidn. Para

obtener derivados fluorescentes puede  usarse tambi én la
fluorescamina C4-fenilesplrol furan-2(3H),1’~-ftalenal -3, 3" ~dionad
que reacciona con el grupo amino primario; asi como el

o-ftalaldehide en medio alcalino y en presencia de un agente
reductor (463,464,465), sin embargo, la prolina y la hidroxiprolina
no pueden detectarse mediante esta reaccidn. Otra opcidn es la
reacidn con piridoxal en medio alcalino y la reaccidn con malonato
de dietiletoximelil eno (466).

Las mezclas racémicas de aminodcidos se han resuelto como una
mezcla diastercmerica despuss de la reacciaén con
N-d-10-canforsulfonil ~p-nitrobenzoatao,

La ninhidrina se ha usado extensamente como un reactivo para
el andlisis colorimétrico de aminodcidos; este reactivo puede
usarse para derivatizacidn post columna C487). Tambien se ha usado
la florescamina en derivatizacicon post columna para el andlisis de
oxi tocina, lisinvasopresina y ornipresina,. Igualmente se ha
empleado la complejacidn metdlica de aminodcidos post-columna
c488).

Otros dcidos carboxilicos, Para su determinacidn. se usa la
formacidn de derivados con melilésteres separindolos en columnas de
fase reversa usando un delector de indice de refraccion., Para

lograr absorcidn al UV se ha utilizado agentes de derivatizacidn

-aromdtica por ejemplo, la formacidn de 2-naftasilésteres para

dcidos grasos asi como los fenasilésteres preparados en reacccidn -

con 2-bromoacetofenona y los bencilesteres preparados sn reaccidn

con 1-bencil-3-p-toliltriacina y o-ftalaldehfdo para la mexiletina |

Ck385). También se reporta la separacidn de bencilésieres preparados
con O-p-ni trobencil-N,N’~diisopropilurea. Las’ coronas de éteres se
emplean como catalizadores para producir' derivados fenacilo de
dcidos grasos. Asi como el uso de la

3-bromometil ~7-metoxi -1, 4-benzaxazin-&-ona c470 Yy
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g-antrildiazometano (4689) para rendir derivados fluorescentes, y
cloruro de dansila para formar dorivados del dcido aminocapreico
C4712, @l uso del 1-pirenildiazomelano para acidos dicarboxilicos
C4723, y 8l (sd-2~octanol para reosolucion dptica €473 al igual que
elilcloroformato y amisidida (474D,

L.a Vitamina B forma derivados con semicarbazida (479),

Las prostaglandinas contienen varios grupos funcionales ademis
del grupo carboxilico que pueden manipularse de varias maneras para
lograr las caracteristicas cromatograficas que permiten su
cuantificacidn,

Las prostaglandinas se separan por fase reversa despuds de su
esterificacion y conver sidén a p-nitrobenciloximas,
p-bromofenacilesteres y p-nitrofenacilésteres por reaccidén del
grupo carboxilico con bromura de p-nitrofenacileo 4783,

También se resuelven algunos dcidos isoprenoidales opLicamente
actlvos por  reaccidn con R- o S-a-metil -p-nitrobencilamina
C477,478). En dcidos carboxilicos se emplea, para su resolucidn, la
fluorescencia inducida por laser A7) as{ como el
C-)-2-[4~-Cl-aminoetildfenil ) -B-metoxibezoxazol CAPMB) para  formar
aminas disteromdricas (4800,

lLas técnicas de derivatizacldn post columpna se basan en la
neutralizacion del grupe carboxilica con la sal sddica del
o-nitrofencl, asi como la oxidacidn del grupo rcarboxilico con cerio
C461D,

" Alcalotides,

Los alcaloides como la emetina, efedrina y morfina exhiben
fluorescencia al reaccionar con claorurs de dansilo po as{ para la
codeina y nicotina. De esta misma manera se determinan canabinoi&es
en orina’ humana, También se ba usado la hidrazina y la ninhidrina
para analizar los senosidos A, B y € (481),

Los = compuestos sustituidos de telrahidroisequinolinas se
irradian con luz UV tn situ en fluidos bhioldgicas ‘para lograr su

oxidacidn hacia los derivados isoquinolina.
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Aminas.

La formacidn de derivados aqui es para las aminas a‘ilifa'ticas.
las cuales se han tratado con cloruro de dansilo para formar
derivados fluorescentes €482,483,484) y Ltambien con
4-cloro-7-nitrobencen-2,1,3~oxadiazol , o-flalaldshido,
fluorescamina o isobutilcloroformalo (488,488, 487,488,

Para las arilbidroxilaminas se tiene la formar de derivados
con mebtilisocianato, Para diaminas y poliaminas bioquimicamenie
imporilantes se Liene, ademds, la reaccidén con cloruro de
p-toluensulfonilo y m-Loluensulfonilo (489). Para resoluycidn de
aminas se ha empleado  la formacidn de - derivados con
N-succinimidil ~a~-metoxifenilacelato (4900,

Para la derivatizacidn post columna se tiene la reaccidn con

elilendiamina (491) y reacciones redox copn cerio (492,493,

Antibidticos,

La formacién de dsteres de fenacilo permite la absorcidn al UV
y la reaccldn con fluorescamina produce derivados fluorescentes
para la ampicilina, kanamicina, neomicina, polimixina a8,
estreptomicina y cimetidina (494D,

La oximetacina se hace reaccionar con o-ftalaldehido en
derivatizacidn pre-columna y dcido 3-mercaptopropidnico en. reaccidn
post-columna (498),

La dextrina se ha usado para la complejacidn de anfoleracina y
sulfameloxazol logrande aumentar su estabilidad y su solubilidad
€498,

La vainillina y el 4-dimetilaminobenzaldehido se emplean para
la derivatizacidén post-columna para monensiné, narasina Yy
salinamicina (497>, ‘

Barbituricos y Compuestos Relacionados.

Se usa ®] cloruro de dansilo, para la difenilhidantoina la
oxidacidén con permanganato alcalino 'y 9-fluorometilcloroformato
c498),
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Compuestos Carbontlo,

Para grupos carbonilo diferenles a los cetodcidos y
cetnesteroldes. La 2,4-Dinitrofenilhidrazina (2,4-DNP) es ol
reactivo mis frecusntemente usado para la formacidn de derivados de
aldehidos y cetonas. También se pueden marcar fluorogénicamente con
dansilhidrazina (499,

Hidroxy Compuestos,

lLLa formacidn de acelatos de catecolaminas las provee de las
caracteristicas cromatograficas deseadas. De manera similar la
melilacion de hidroxixantonas permite su separacidn eficiente.

Un gran incremento en la deteccidn se logra por la formaciodn
de  derivados nitrobenzoato de diversos alcoholes polihidricos
C800),

La reaccion de los carbohidratos con sulfato de etilendiamina
produce un compuesto fluorescente. lLa reaccidn es adecuada para
compuestos polihidroxil alifdticos, sin embargo los aldehidos
interfieren. Para monosacdridos, disacdridos y trisacdridos se
puede recurrir a la formacion de 4-nitrobenzoatos; para compuestos
hidroxy y polihidroxy a leos derivados perbenzoilados y al uso del
dietiltiocarbamato de sodio para .  formar  un derivado del
dihidrogalactiol. ‘

La derivatizacidn post columna requiere del tratamiento con

calor y Acido fenolsul fénico (B801) otro recurso es el anailisis',

fluorométrico de carbohidratos sobre la reduccidén de cerio CIV) a
cerio CIII y el purpald
C4-ami no~-3-hidrazin-B-mercapto-1,2, 4-triazold €502).

Estleroides y.Otras Mormonas,

La formacidn de acetatos de esteroides se usan para su
separacidén, De manera similar, los metilsilil derivados se phefnaran
para resolver spimeros de vilaminas,

Se ha empleads el 1-naftolileloruro para la formacidn e
derivados de digoxina en piasma 'y oripa (503D, '

_Los cetoesteroides se analizan por la formacidn de derivados
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de la @,4-dinitrofenilhidrazona. Las hidrazonas fluorescentes se
forman por reaccidn con S-dimetilaminonaftalen-i-sulfonilhidrazina
y difenil~t-1-pirenilfosfina (504).

Los benzoil derivados de los hidroxi esteroides se emplean
para andlisis U.V. (50%).

La reaccidn del t-etoxi-4-Cdicloro-sim-triazinill)naftalenoc se
ha wusado para los grupos hidroxilo de corticoesteroides, sin
embarga, westa reaccién no es vdlida para grupos hidroxilo
alifaticos secundarios.

Los estrogenos forman derivados que absorben al UV con cloruro
de azobencen-4-sulfonil. Tambisn se puede lograr la dansilacidn del
grupo fendlico de los estragenocs.

Se ha empleado la reaccidn con t-butildimetilsilileter para

derivar Vitamina A en plasma (508.

Miceldneos.

Para proveer de fluorescencia a las 2,4-diaminopirimidinas se
han acompafado del tratamiento del oluato con una solucidn de
bisulfato de amonio. lLa clorpromazina y muchos de sus metabol itos
reaccionan con cloruro de dansilo para formar . derivados
fluorescentes. Las fenotiazinas pueden analizarse post columna por

oxidacidn a productos fluorescentes.
v Los glucdsidos cardiacos reaccionan con el  cloruro de
p-nircbenzoilo para formar polinitrobenzoatos.

El cloruro de bencilo se usa para formar derivados de
cerebrodsidos. i .

Las sapogeninas mayores del Agave se Analizan por: reaccién con
clorurc de benzoile (507),

La cisplatina reacciona con dietilditiocarbamatoc para formar
un compuesto flucrescente (508D, ‘

Para el - andlisis de enantidmeros de la warfarina resulLa
util la reaccidn con 1—mat11cloroformal.o (509,

Se ha empleado el perdxido de hidrégeno in-line Ccontenido v'a'n
la fase movil) para la determinacidn flucromdtrica de. indometacina
CHB1OD,
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La acroleina forma derivados con m-aminofenol en presencia de

sul fatn ferroso en solucidn acuosa e dcido sulfarico (811).

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

formacion de derivados para compuestos de interés farmacedtico,

Derivatizacion Para La Deteccion Amperometrica.

Es afortunadoe que la mayoria de los reactivos comunes para la
derivatizacidén UV cuenten con el cromdforo nitrofenil que permite
lograr upa alta absortividad molar. Este mismo grupo es importante
rara la deleccidn electroquimica a traves de reacciones de
reduccidn, A continuacidn se da una lista de los reactivos que se

usan para la formacidn de derivados de ciertos compuestos

- dependiendo del grupo funcional disponible (812,513),

Reactivo (abreviacidén) Sustrato

DNBC ROH, R,R,NH
SNPA R(R,NH

. “2 .
DNFB RCHCOOH, R{R,NH

; YiIH., .
DNBS RCHCOOH, R R,NH
PNBDI RCOOH
PNBB RCOOH
N

DNPH R,CR,, RCHO

El uso de sstos reactivos dependarid de algunas consideracionss



TABLA 3.3. FORMACION DE DERIVADOS

GRUPO ,SUSTANCIA DPRODUCTO MODALIDAD CLAR O
) DETECCION SUGERIDA
ACIDOS aminodcidos Derivados de fenilhidantoinas Intercambio iénico,
CARBOXILICOS : fase reversa, adsorcién
Aaminodcidos Derivado de 2,4-dinitrofluoro Deteccién U.V.
terminales benceno

Grupo amino

- Derivados de cloruro de
dansilo

~ Derivados de fluorescamina y
o—-ftalaldehido, piridoxal y
malonato de dietiletoximetileno

Mezclas
racénmicas de
amino&cidos

Derivado de N-d-l1l0-canforsulfo-
nil-p-nitrobenzoato

Reaccién post-
columna de

‘aminodcidos

- Derivados de ninhidrina y
fluorescamina
- Complejos metdlicos

Acidos grasos

- Derivados de metilésteres

- 2-naftasilésteres

- bencilésteres

- derivados fenacilo

— derivados de cloruro de
dansilo

- Fase reversa con
indice de refraccién
- Deteccién U.V. y de
fluorescencia
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Prosta-
glandinas

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

Fese reversa

Acidos iso-

Resolucién Sptica

prenocidales
Acidos - aminag diasteroméricas - Deteccibn de
carboxilicos - derivados oxidados fluorescencia
- Reaccidn post-columna
ALCALOIDES -~ Emetina, Derivados de cloruro de dansilo | Deteccidn de
' efedrina, fluorescencia
morfina
- Canabinoides
en orina
Senésidos A, B | Derivados de hidrazina y Deteccién de
y C -} ninhidrina . fluorescencia
Tetrahidro- Derivados isoquinolina
isogquinolinas
AMINAS Aminas Derivados de cloruro de dansilo | Deteccién de
o alifaticas fluorescencia
Arilhidroxil- Derivados de metilisocianato
aminas

Diaminas y

.poliaminas

DeriVados de cloruro de
p-toluensulfonilo y
m-toluensulfonilo

‘Resolucién de

aminas

Derivados de N-succinimidil-
metoxifenilacetato

Reaccidn post-
columna

- Derivados de etilendiamina
— Compuestos redox con cerio
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ANTIBIOTICOS Ampicilina, ~ BEsteres de fenacilo -~ Deteccidén U.V.
kanamicina, ~ Derivados de fluorescamina ~ Deteccidn de
neomicina, fluorescencia
poiimicina B,
estreptomicina
cimetidina
Oximetacina ~ Derivados de o-ftalaldehido

en reaccidn pre-~columna
- Derivado del &cido
3-mercaptopropidénico en
‘reaccibén post~columna
Anfoteracina y | Complejos de dextrina
sulfametoxazol
Monensina, Derivados post—-columna de
narasina, vainillina y
salimicina 4-dimetilamonibenzaldehido

BARBITURICOS | BarbitGricos Derivados de cloruro de dansilo | Deteccidn de

Y COMPUESTOS fluorescencia

RELACIONADOS
Difenil -Oxidacidn con permanganato de
hidantoina potasio

-~ Derivados de
g~fluorometilcloroformato

COMPUESTOS Aldehidos y ~Derivados de Deteccién de

CARBONILO cetonas 2,4-dinitrofenilhidrazina fluorescencia

Lo o ~ Derivados de dansilhidrazina

HIDROXI Catecolaminas Acetatos de catecolaminas

COMPUESTOS
Hidroxi- Metilados de hidroxixantonas
xantonas
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Alcoholes Derivados de nitrobenzoato
polihidricos
Carbohidratos Derivados de sulfonato de
polihidroxil etilendiamina (interferencia de
alifaticos aldehidos)
Monosac&ridos, | Derivados de 4-nitrobenzoatos
disacéridos,
‘trisaciridos
Compuestos ~ Derivados perbenzoilados
hidroxy ¥ ~ Derivados dihidrogalactiol
polihidroxy
Carbohidratos - Derivados post-columna del - Deteccidén U.V.
: &cido fenolsulfdnico
- Reduccidn conh ceric - Deteccidn
- Derivados de purpald electrogquimica
‘ESTEROIDES Y | Mezclas Acetatos de esteroides
OTRAS racémicas de
HORMONAS esteroides
Mezclas {Metilsilil derivados
racémicas de
vitaminas .
Digoxina perivado de 1-naftolilcloruro
Cetoesteroides | ~ Derivados de - Deteccidén U.V.
2,4~fenilhidrazona
- Hidrazonas fluorescentes - Deteccidn de
fluorescencia
Hidroxi Benzoil derivados Deteccién U.V.
esteroides :
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Estroégenos

Derivados de cloruro de
azobencen—4~sulfonil

Deteccidn U.V.

Grupo fendlico
de estrdgenocs

Dansilacidn

Deteccidn de
fluorescencia

Vitamina A

Derivado de
t-butilmetilsililéter

MISCELANEQS

2,4~diaminoc

Derivado del eluato con

Deteccidén de

piridinas bisulfato de amonio fluorescencia
Clorpromazina Derivados de cloruro de dansilo | Deteccién de
sus fluorescencia
metabolitos
Fenotiazinas Derivados oxidados Deteccidn de
fluorescencia
Glucdsidos Polinitrobenzoatos
cardifcos
Cerebrésidos Derivados,de clorurc de bencilo
Sapogeninas Derivados de clorurc de
: benzoilo
Cisplatina Derivados de dietiltiocarbamato | Deteccién de
. fluorescencia
Enantiémeros Derivado de 1-metilcloroformato

de warfarina

Indometacina Derivado in-line de peréxido de | Deteccién de
hidrégeno fluorescencia
Acroleina Derivade de m~aminofenol
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como: si ol compuesto de interds pueds ser removide individualmente
de la mezcla de reaccidn, si los productos son hidrofdbicos y no
pueden ser eluidos o nu son compatibles con la fase movil (514), y
si los K' Ccoeficients de particidnd son suficientemente diferentes
para lograr ia separacidn.

Clertas mol éculas de interés farmacautico no son
ele-troactivas., Sin embarge, pueden ser oxirdadas por enzimas
clasiticadas como oxidorreductasas (9150, Esta clase de enzimas
oxtdan el sustrato con transterencia de slectrones a una moldcula
aceptora como es la adenin nicotinamida dinucledtido (NAD), La
forma reducida de este cofactar ha mostrade ser fécilmente axidado
en la superficie del electroda de vidrio y carbdn.
Consecuentomente, uno puede cuaniificar indirectamente la cantidad
original de compuesto no electrmactivo por la oxidacion del

cofactor reducido producido por la reaccidn enzimdtica (316D,

Consideraciones Generales en la Derivatizacion Quimica,

Ya que se trata de reacciones quimicas, se intenta tener el
mayor rendimiento, por lo que es necesario culdar la reactividad y
la pureza de los reactivos (517), Obtener ambas caracteristicas es
dificil ya que los compuestos de alta reactividad tienden a
reaccionar con materiales extraiios y descomponerse.

Las evaporaciones repetidas pueden concentrar las trazas de
impurezas. Debe recordarse que los solventes de ‘‘grado espectro®’
na son necesariamente los mis puros - ya que pueden conlener
cantidades. significativas de sustancias que no se detectan en ol
espectro, }

Los reactivos usados en exceso, de manera general SO remusven
antes del - andlisis. Los reactivos wvolatiles pueden removerse
simplemente por evaporacidn pera tenienda en mente que  puade
ocurfir nna pérdida de los der i vados valitiles. Puede tambidn
emplearse la extraccicn del reactive en exceso, previendo que el
Harivado sea eostable a las condiciones de extraccidn. Para

derivados solubles en fase orgdnica puede lograrse la formacidn de

" un derivado extraible en fase acuasa con un exceso de olro sustrato
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difuncional, Por ejemplo, =n un metodo en particular de formacicon
de derivados para acidos carboxilicos, =3} OXCOS0 de
pentafl uorobencilbromuro se remueve por reaccidn con un aminofenol,
Los productos que se forman con el reactivo y &l aminofenol que se
encuentra en exceso se separan por extraccidn en dcido acuoso.
Aunqus a todos los detectores les afecta en mayor o menor
grado la composicion de la fase movil, para la deteccidn
electroquimica es un factor fundamental. Deberd considerarse la
fuerza idnica, el pH y la composicion del solvente de la fase
mévil, La fnerza idnica debe ser de preferencia alta. El pH afecta
las caracteristicas electroquimicas de muchos compuestos organicos,
l.as oxidaciones o reducciones pueden favorecerse a determinadeo pH,
sin embargo, este cambio de pH puede afectar la fase estacionaria
empleada en CLAR con deteccidn electroquimica, por lo que la unica

solucidn serd un cambio de fase mévil post columna CH18.

SWITCHING DE COLUMNA.

El switching de columna o cromatografia de liquidos
multidimensional usa dos o mds columnas para la separacion de los
componentes de una muestra. En el case de fluidos bioldgicos se
puede lograr la limpieza de la muestra con inyeccidn directa (B19),

Las proteinas y muchos otros componentes que no interesan pasan a

través de la columna de extraccién hasta la linsa de desechos

permitiendo sdlo el paso del compuesto de interés bacia la columna
anal{tica., Las columnas son conectadas por una vdlvula de cambic
que controla el flujo del solvente, Las dos columnaé y la fase
mévil se varian favoreciendose ~mds la  resolucidn y la
especificidad. En el laboratoric se emplea el switching de columna
principalmente para la extraccion. y el andlisis de fdrmacos en
f‘luidbs bioldgicos. Estos métodos sonkaltamenta automatizables y
reducen el tiempo requerido para la ‘prepyaracl'dn de la muestra
¢5200. o

Un esquema tipico del switching de columna se muestra en la

figura 3.2. Dos bombas liberan diferentes fases mdviles sobre dos’

columnas:  una columna de extraccidn o precolumna y la columna
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analitica, El flujo puede tomar una de dos rutas, la salida y la

linea do 1a corrida, bajo el control de la posicion de la valvula,

INYECTOR

- DESECIOS
COLUMNA
DE
EXTRACCION
BOMBA B
DESECHOS
] ;
COLUMNA
ANALITICA DETECTOR

FIGURA. 3.2 Esquema que muestra las parles bisicas que componen qnb

swilching de columna,

a3



lLa rotacidn de la vidlvula esti dirigida por presidn de aire con
contfol de tiempa.

La figura 3.3 es una ilustracidn simplificada que muestra las
rutas del flujo de fase mdvil en las dos posiciones de la valvula,
Durante el modo de inyeccidn, la muestra entra en el sistema en una
fase movil deébil y pasa directamente a la precolumna. La precolumna
retiene los compuestos de interés momentaneamente permitiendo que
los componentes que no interesan pasen por la linea hacia los
desechos (821,522). Entretanto, una fase movil fuerte (generalmente
conteniendo un incremento en el porcentaje de la parte orgdnicad
pasa a través de la columna analitica y por un detector. Después de
un tiempo breve, la vdlvula se cambia automdlicamente. Esto tiens
el poder de colocar la precolumna en serie con la columna analitica
como se ilustra en el modo de elucidn de la figura 3.4, En este
momento, ios compuestos de interds son eluidos por la fase mdvil
sobre una columna analftica para su resolucidn y cuantificacicn
(523)., Después de un tiempo suficiente para eluir los compuestos de
intereés, la vdlvula regresa automdticamente a la posicidn inicial
de ‘‘inyeccidn’’ (824).

Esta forma de cromatografia multidimensional se realiza
frecuentemente fuera de linea colectande las fracciones eluidas
manual o automdticamente en un colector de fracciones. Las muestras
colectadas pueden concentrarse o inyectarse directamente sobre una
segunda columna CLAR. Las tdcnicas scbre linea son ganerafmanta
preferibles, especialmente s1~1a intencidén es automatizar tanto la

limpieza de la muestra como las operaciones de andlisis,

Se definen cuatro tdcnicas bdsicas 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 B..solaménte durante el
tiempo de elucidn de la fraccion del analito; k k

b) transferencia indirecta, en la cual la fraccidn del analito
permanece sobre la columna 1 y se eluye a la_columna é con una fase

mévil fuertie;
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MODO DE INYECCION

o —O—L 1 e

BOMBA A INYECTOR PRECOLUMNA

(Eluente

débil)

] O A
BOMBA B COLUMNA DETECTOR INTEGRADOR
(Eluente ANALITICA

fuerte)

MODO DE ELUCION

E:]—""(B IDESECHOS

BOMBA A INYECTOR

o A/

BOMBA B PRECOLUMNA ~ COLUMNA DETECTOR INTEGRADOR
ANALITICA

FIGURA 3,3 Esquema que ilustra los modos de inysccidn y elucidn en
2l switching de columna.



>3] transferencia reversa, la cual es similar a la
transferencia indirecta excepto que la fraccion del analito de
interés es transferido a la columna &;

d) transferencia por circuito, en la cual la fraccidn del
analito de interdgs 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 (8528).

TECNICAS MISCELANEAS,

Estas técnicas han sido pobremente explotadas y sdlo en abos
recientes se han podido desarrollar aunque su uso ests muy poco
difundido, sdélo la primera ha tenido buena aceptacidn, por lo que

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

EXTRACCION POR FLUIDO SUPERCRITICO. Se emplsan fluldos
supercritlcos como el dldéxido de carbono para la extraccidén de las
muestras (528,827), u otro, dependiendo de la naturaleza del
compuesto a extraer (528,529). '

El fluido se encuentra en una fuente., Se emplea también una
bomba Cya sea reciproca o de inyeccidn), una columna de extraccion
que puede ser un simple tubo de acero inoxidable (530,831,832), y
una vaslja de coleccidn del analito (833).

Las extracciones pueden ser reallzadas en forma estitlca,
dindmica o recirculante., En el modo estdtico, la celda de
exlraccidn se presuriza con el fluido supercritico y se permite gue
se equilibre antes de que el analito se remueva para su coleccidn.
En el modo dindmico, el fluido supercritico pasa a través de la
celda y el analito se colecta continuamente. En el mado
recirculante, ol mismo fluldo se bombea a través de la muestira,
despusés de un tlempo, osta se bombea al recipiente de coleccion
(8341,

En la actualidad la extraccidn por fluido supercritico se ha
llegado a utilizar sn combinacidén con otros tipos de tecnicas de
limpieza (53%,538) como extraccidn en fase sdlida, CLAR (537 o
derivatizacldn (B38), e incluso se ha acoplado a un detector (8539,
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La principal ventaja se ha encontrado en su uso para compuestos
termoldbiles (340,541).

Al variar la presidn y la temperatura se mejora la eficiencia
del sistema (543,843), aparte de la eficiencia propia de la columna
(5944). Esta eficiencia puede allerarse por saturacion de la columna
debide a la cantidad de muestra, el tiempo de extraccidn, la
polaridad de la muestra y del solvente empleado (545,646). Ademds,
la composicién del solvente puede afectar la presion a diferentes
temperaturas (547,

La desventaja de esta técnica es el riesgo de usar gases

comprimidos (548,

CROMATOGRAFIA MISCELAR, los sufractantes que se emplean como
agsntes formadores de par-idn en fase reversa, se utilizan en gran
concentracidn y forman miscelas favorecienda la solubilidad de los
compuestos hidrofdbicos en media acuoso, aunque también puede tener
cardcter hidrofilico (B48). Los surfactantes pueden reemplazar los
modi ficadores orgdnicos en la fase mdvil (850,851), A mayor
concentracidn, menor tiempo de retencidn en el analito (882). la
selectividad se modifica controlando la conpcentracidn del
surfactante (583). Puede hacerse la inyeccidn de la muestra

directamente, sin necesidad de limpieza previa (584,555,858,

SAPONIFICACION, Es un mdtodo para eliminar lipidos neutrales
pero el analito debe ser estable en base acuosa, Posterior a la
saponif‘icaclén debe ' realizarse wuna extraccidon con solvente

orgdnico,
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32 DESARROLLODE METOLOS ANALITICOS PARA LA CUANTIFICACION
DE FARMACOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS.

Tomando como referencia que sa va a realizar una adaptacion
parcial del metodo analitico, en primera instancia, la =tapa de
desarrolla deberad cubrir al menos los siguientes jpuntos:

Lo~ Condiviones analiticas preliminares.

a) Uptimizacion.
) Tipo de deteccidn.

&, - Eficiencia de la extraccidn, digestidn y dezarralls e la
reaccion.

a) Eleccidn del disolventa de extraccion y digestian,
b) Optimizacion <= la digestion y desarrollo de la reaccidon
o farmacidn del cromdfareo,
<) Método de agitacidn,
d) Tipo de evaporacion.
o) pH.
£ Optimizacidn del tiempo de agilacidn ¥ sonicacion,
M, - eleccidn de 1a sustancia patron de refercicia interna o

wsbandar inberno (857).

D manera qeneral, la =tapa de desarrollo es la etapa de
optimizacidn de las condicionas del disefo.

Es dificil distinguir entre la etapa de desarrollo y la elLapa
de disefio ya que en muchas ocasiones ambas se realizan a la par o
son intercaladas. A veces, estando en la eotapa de desarrollo ss
debe regresaf a la etapa de diseflo y a la revisidén bibliogrifica
para ver si las caracteristicas del analito pueden ayudar a
resolver algin problema durante 1la optimizacidén del método o
retomar estas caracteristicas para eleygir una nusva técnica de
andlisis si la que se osta empleande no estd resultande eficiente.
Muchas otras veces, a la vez que se disaﬁa Se va ensayando y asi
desarrollands el mdtodo analitico., Este procese se visualiza

osquemdticamente en la figura 3. 4.
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3.3 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS PARA LA CUANTIFICACION
DE FARMACOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS.

La validacion de lov mstodos analiticos parmy e svaloog
pardmetros estadisticos zomo son: linsalidad, treproducibilidad,
exactitud, precisidn, entre otros, oblenidndose nformacion sobre
la confiabilidad de)l metodo analitice. Far otra parte, los
criterios que ddeben  cumplir los  parametros esladisticos  son
establecidos por la Secretaria de Salud del pars CMéxica), F.D.A. y
F.I.P., por parte de organismos internacionales, los cuales han
publicada una serie de normas y especificaciones legales que
raspaldan al método analitico, y, lomando esta referencia, cada
laboratorio llevard a cabn una validacidn del metoda analiticn de
acuardo a sus necesidades,

Al berming cha ba o alane ce valptadlon sa b st Lo
documentacion siqguionte;

* Procadimianto de Validacion,

® Criterios de Aceptabilidad,

# Reporle de Validacidn.

Por otra parte, para lograr un mejor enteondimiento de la
validacidn de los métodos analiticos, es conveniente seguir un
esquema de conceptuqlizacidn pase a paso; 2% decir, seguir los
sigulentes puntos:

* Definicidn,

% Procedimiento de Validacidn,

* Pardmetros estadisticos.

* Criterios de Aceptacidén,

los métodos deberdn cumplir con las siguientes criterios:
Linsalidad, :

Exaclituld,

Precisian.

Reproducibilidad,

Limite de deleccldn.

Limite de cuantificasisn,
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Especificidad

Tolerancia (5985

Ademas es andispensable conocer ta estabilidad del farmaco y/o
st sus mebabolitos tante en flaidos biologicos coma  en el
draalwenbe yoo rase wivil en donde se hars ta cuantificacidn de ia

sustancia o interds,

.~ LINFALTDAD TEL STSTEMA o0 sy o

La Linealtdad as un sistema o meatcodes analivy 0 me wu baaba Lidadc
para asegurar que los resultades analiticos, los cuales pueden ser
vbtenidos divectamente o por medio de una transformacican matemal.ica
bien definida, son proporcionales a la concentracien de  la
sustancia dentro de un intervalo determinado,

En base a los dakos de concentracian del fiarmaco reportados an
la literatura, selsccionar entre 7 y 10O concentraciones para
determinar la linealidad del sistema,

Pesar una cantidad del fdrmaco y preparar una solucidn patrdn
an el disolvente de eleccidn, a partir de la cual se obtendran por
diluciones las concentraciones seleccionadas para generar la curva
gstdndar. De preferencia utilizar el estindar interno a una sola
concentracidn para todos los puntos de la curva estandar 'y
adicionarlo desde el inicio del procedimiento. Preparar suficiente
cantidad, distribuirla en alicustas y congelarlas, para hacer la
cuantificacion del rdrmaco diarfamente vy por duplicada a vacda nivel
e concentraciones, durante ol desarrolle y validacidn del metaode
analitico. Hacer la determinacidn inicial de linealidad, analizandeo
cada uno de los niveles de concéntracidn - seleccionados  por
triplicado. k

Daterminar la linealldad del sistema obteniendo la pendiente,

2l intercepla vy el coeficiente de determinacicon (S60).

&, - LINEALIDAD DEL METODO (554, 560),
Seleccionar 7 concantraciones, de preferencia iguales a los
niveles va estudiados para la linealidad del sistema. Se recomienda

partir de la misma solucion palrdn, adicionada al plasma, suero o
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sangre  total, Distriboir w=n alicuotas vy congelar  suficientes
mugstras para realicar Ls cuaantiticacidn por duplicade par o menoas
durante 85 dias,

Dat ot minar la linealidad del metodo Lratando cada muastra de
scuarda  al  procedimiento  analitico propuesto.  Interpolar Joos
resuliados «n la curva estandar.

Obtener las curvas promedio por  dia, tanto s ta  curva
astdndar cono de les  problemas v determinar los  siguientas

pardmatruo:

a) Parametros de regresion lineal:
Interceptn
Pandiente
Coeficiente de delerminacidn
b) Media aritmética
¢} Porcentaje recuperado (resultados absolutos).
d) Coeficiente de variacion por nivel de concentracidn y poar
todo sl intervato.
CRITERIQS DE ACEPTACION (%559,
1. Hacar una prueba de hipdtesis para la pendiente
Hge m = p donde p = 1
Hy: m #
Calcular la ''‘t’' experimental

Cin ~ )

RRYS

Relacidn critica bilateral con un nivel de significancia
y = 0.05 para la pendiente
@, Hacer prueba de hipdlesis para ordenada al origen
”o‘ b =R donde (3 = cero
Hyp In £
Calcular la T experimsantal -



* L= Riiaiatadadadaliie - - -
L]
" 5oy
x
[
X [ISrER ARRT S
Reqion critica bilateral oo nivel de signdfroancia
» ao= 0,05 para la ordenada al weioen
% t w4 b eal b GuTh
» -
L] &
Comparar 2l valor de t calcutachs von el de las tablas.
Si b calec < t tablas la hipotesis de nulidad no se rachaza.
o 2
. R > 0.98
. R> 0,99

. [,R < 10.2i
E.S.R. < -0.30-
D CLURA <€ 3.0%
8, PR =0.98 - 1.02

oW s w

Construir la iahla de analisis de la varjianza CANADEVAD
1. Calcular la suma de cuadrados regresion (SCr) y la suma de
cuadrados del error de regresidn (SCer)
* 2
» (Zyd
»* ScR = mIxy + bly - [-==~-]
* r.c,
Donde
r = Réplicas por concantracion
c= Ndmero de concentraciones
% 2
| 3 SCar = Ly - mIxy - bIy
2. Calenlar la suma de ctictrados Ael srror prcee CEapd oy la

suma < cuadrados de la talta de apiste G al



SCfa = SCer - SCep
3. Construir la tabla del andlisis de la varianza CANADEVA)
con base a la siguiente tabla:

4. Tabla de Analisis de Varianza

Fuente de Grados de Suma de Media de F
variacién libertad cuadrados cuadrados

Regresidn 1 SCr <Cr SCr MCer
Error de n-2 SCer SCer gl er

Regresion

Falta de (n-22~t*®Cr-1> SCfa SCfasglfa MCf asMCear
Ajuste

Error LuCr-1D SCep- SCep/gl ep

Puro

4, Determinar en la tabla de la distribucidn de ‘'F’’ los valores
para ‘‘F'’ (glr, gler; 0,98 y *'F'' (glfa, glep; 0.93
F Cglr, gler; 0.99 = '
F Cglfa, glep; 0.9%) =
8, Establecer la decisicn con base a la siguiente regla:
Si Fr > 6 = F Cglr, gler; 0.60) y
Ffa < F Cglfa, glep; 0,99
El modelo lineal es correcto para escribir la relacidn entre
la cantidad adicionada CX) y la cantidad recuperada CY)
St Fr > & = F Cglr, Gler; 0,99 y
Ffa > 4 = F (glfa, glep; 0. 9%




Al modelo lineal se )le debe adicienar un componente no lineal
para Jdescribir la relacidn do la cantidad adicionada XD y la
cantidar) recuperada 1Y),

2 Fr < Cyglry, yler; 0.9 vy

Fa > ¢ = F Cglafa, glep;, 0,95

Un mndelo no lineal es correcto para describie L relacion de

la cantidad adicionada (XY vy la recuperada (Y)

3, “EXACTITUD (3539,36000.

La exarlitud de un método analitico es la concordancia entre
sl valor oblenido evperimentalmente y ! valor de referencia, Se
axpresa como @)l pociento de recobro obtenido del andlisls de
muesiras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de la
sustancia.

Pugden emplearse los resultados de porcentaje recuperado de la
linesalidad, pero siempre calculados en base a la cantidad
adicionada.

Sl no se uLiiizan los resultaduos de la linealidad, hacer 10
recuperaciones adicionande al blanco del fluido por analizar con
cantidades conocida del analito y analizar las nmuestras de manera
independiente por el mismo analista y en el mismo nquipn. Registrar
la respuesta. '

CRITERIOS DE ACEPTACION (536D,

Hacer prueba de hipdtesis para la media

Ho : X' = u donde p = 100 % adicionado

Hi : X ¢é

Nivel 80 significancia (ad = 0.050

Calcular la *'T'’ experimental

texp=X-purcpEs o

Buscar el valor de T tedrico en las tablés para n-1 grados de

X X %X x

libertad y aa = 0,080 C(mismo valor que ICQ).
: Comparar ol valor de T experimental con el de T de tablas.

St 10,028 <L cal < L 0.975 no se rechaza Ho v ol metodo se puede
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considerar exacto con un a = 0.080.
2., El valor del coeficiente de variacion % debe ser de acuerdo
al método, Para métodos cromatogrificos el coeficiente de variacion

aceptado os de maximo 2 %,

4, ~PRECTSION (S59).

La precisién de un método analitico es el grado de
concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes musstreos de una
muestra homogeénea del producto. Usualmente se expresa en términos
de Desviacidn Estdndar o del Cowficiente de Variacion. )

La precisidn es una medida dei grado de reproducibilidad y-o
repetibilidad del meétodo analitico bajo las condiciones normales de
operacidn.

a) Repetibilidad (55@). Es la precisidn de un método analitico
oxpresada como la concordancia obtenida entre determinaciones
independientes realizadas bajo las mismas condiciones Canalista,
tiempo, aparato, laboratorio, etc.).

b) Reproducibilidad (859), Es la precision expresada como la
concordancia enkre delerminaciones independientes realizadas bajo
condicionss diferentes (diferentes analistas, en diferentes dias,
en el mismo y/o en diferentes laboratorios, utilizande el mismo y/o
diferentes equipos, ehLc,).

Analizar al menos seis muestras de un mismo lote utilizando el
método descrito. Regishkrar y calcular la respuesta obtenida,

CRITERIOS DE ACEPTACION (55,

Proceder de acuerdo al punto de exactitud,

B, - REPRODUCIBILIDAD (559, 880). )

Se debord determinar por dos analistas durante dos dias a dos
concentraciones distintas y por triplicado,

Todas las muestras para el estudio déberén‘ser préparadas el
mismo dia por un analista y congelarse ﬁasta el dia del anéiisis.
Los analistas deberdn preparar individualmente las curvas estandar,

las cuales estardn formadas cuando menos por cinco concentraciones



que serdn iguales a los niveles ya considerados anteriormente.
Obtener las curvas promedico per dia y determinar por analista
los siguientes parametros:
a) Pardmetros de regresion lineal:
Intercepto
Pendiente
Coeficiente de delerminaciodn
b) Porcisnto recuperado, (resultados absolutos)
¢) Media aritmétrica
d) Coeficiente de variacidn por nivel de concentracidn y por
todo sl intervalo,
CRITERIOS DE ACEPTACION (559,
Regla de Decisidn:
Fcal > 6 = Ftab, Ho se rechaza
1. ai; Ho = No debe modificarse el porcentaje de recuperacidn
cuando ¢l método analitico lo realizan diferentes analistas,
Ha = el porciento de recobro se debe modificar cuando el
método analitico lo realizan diferentes analistas,
2. f3) Ci) '} Ho = No debe modificarse el porciento cuando el
método analitico es realizado por los analistas en dias diferentes.

B8, ~ LIMITE DE DETECCION (5580,560).

Es la minima concentracion ds 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 paLrén de referencia
hasta obtener una respuesta de dos veces por encima del nivel del
ruldo del sistema que por criterio universal se considera como el
1imite de deteccidn. ‘

Calcular el nivel de ruido de la siguiente manera:

»

2
Wlimite de deteccidn = Z N donde N es la altura del ruide

7.~ LIMITE DE CUANTIFICACION C8599,860).

Es la menor concentracidn de una sustancia en una muestra que
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puende ser determinada con precaision y exactitud aceptables bajo las
condiciones de operacionos estblectdas,

En diluciones sucesivas do la sustancia patrdn de referencia
determinar la 'cantidad minima cuantificable, siendo esta, la
cantidad minima que cumpla con lus siguientes crilerios (560):

LLa minima cantidad que prosents un coeficionte de’ variacion

menor o igual al 18 %, siempre v cuanco la deterwminacidrn se lleve a

cabo cuando menos por duplicada v per Lo menos durante Lras olas,
la minima canlidad «qua por <o prosedio de porcentale
revyperade ostd comprendlda entro el valor real r/- dos vaces la

desviacion estdndar.

8, -ESPECIFICIDAD (559, 560).

Es la habilidad de un método analitico para obtenar una
respuesta debida udnicamente a la sustancia de interds y no a otros
componentes de la muestra.

La manera mas adecuada de conocer la especificidad de un métode
es obtaner los metabolitos e inyectarlos junto con la sustancia de
intereés con el objeto de asegurarse que no inl‘arfiarén en  wl
andlisis., Esto no siempre serd posible, por lo gque es necesario
buscar en la  literatura un método que esta repartado como’
espacifico y trabajarlo de ia misma manera,

El primer paso es demostrsr que leos wlementos normales el
plasma no imtarfieren con @l arcilisis por 1o gque ws  pecesar (o
aplicar el métudo a un placebo «hx plasma, sangre, suero u arina v
comprobar que no existen interfarenciass

Fione o @s posible concluic apra =l e ot as wspeer Do, sera
necesario analicar ia muestra utilizando olro :sishéma. atro matoro
de deleccion u otra técnica analitica, C(par wjemplo, cromatografia
de gases),

El estandar interno debera de ser =l adecuado para c'(le 1o
interfiera con- los metabolitos ¥ de preferencia una sustancia
relacionada quimicamente con-el fdrmaco de interss.

Si na se cuenta con sut"i(:ienl,é informacion  sobre . los

metabolitos, es recomendable Lrabajar.con dos estandares internos
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con Jditerente tiempo de retencion, can objeto de Lomar una decision
de cuil es ol wmds adecuada.

Debera llevarse a cabo una prueba con objeto de comprobar st
el anticoagulante de los tubos no interfiere con sl analisis.

Seria conveniente probar el método de andlisis, adicionando a
las muestras de plasma que contenienen el compuesto de intereés,
otros farmacos util izados comunmenta, como anal gesicos,
ant.ibldticos, atc.

Es necesario comprobar que ) plasma adquirido para =l
desarrollo del método anpalitico, nn conLengé farmacos que puedan

interferir con los resultados.

9. ~ ESTABILIDAD (559,5600.

Es la propiedad de una muestra preparada para  su
cuantificacidn, de conservar su integridad fisicoquimica y la
concentracidn de la sustancia de interds, despuss de almacenarse
durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas,

Se debe probar la estabilidad de la sustancia a analizar en la
fase mévil © en el disolvente en la cual se va a cuantificar a
intervalos razonables de tiempo a temperatura ambiente y mantenidas
en refrigeracidn y/o congalacion, y si es necesario, a temperaluras

de menos 20 gradeos centigrados o inferiores, con objoto e

determinar por cuanto tiempo y en qué condiciones deben mantensr e .

mientras se analizan., Este estudio se hard a intervsalos razonables,

dependiendo del tiempo que se necesite para el andlisis de las

muestras del estudio,

También es necesario hacer el estudio de westabilidad en
intervalos cortos de tiempo, 8 a 24 horas, para conocer sl las
muestras se pueden mantener sin - descomposicidn durante la

manipulacidn para su analisis (8612,

10, - TOLERANCIA (559,560).
La  tolerancia de un mélodo: analitico- es el . grado e
reproducibilidaed .de los resultados analiticos oblenidos pbr el

analizis de la misma muestra bajo modificaciones de las condiciones
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normales de operacicn, tales como diferentes temperaturas, lotes de
reactivos, columnas, sistemas de elucidn, tipos de empaque
Csoporte, fase estacionaria, etc.), condiciones ambientales, etc.

Es necesario comprobar qué tan tolerante es el método a
pequenas variaciones que pueden ocurrir en los pardametros
analiticos. Se recomiendan como ejemplo las siguientes pruebas:

Fase mdvil, - Cambiar las proporciones del o los solventes
orgdnicos. Si astdn en proporciones menores al 10 %, llevar a cabo
prugbas con +/- B0 % de la cantidad de solvente. Si estan en
proporcidn mayor al 50 %, hacer pruebas con +/- 10 %, Sl la fase
mivil es una mezcla compleja, manejar combinaciones diferentes de
cada uno de los componentes (582).

Columnas, ~ Determinar con periodlcidad la eficiencia de la
columna cromal-ogra'\t"ica durante ®l1 desarrollo y validacion del
método analitico, 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 mét.odo analitico requiere de
calentamiento de la columna, probar con +/- 10 grados centigrados
de la temperatura recomendada.

CALCULOCS.

Calecular factor de capacidad (k’), selectividad (a2,
resolucidn y simetria C(F). ‘

Calcular la eoficiencia de la columna.

CRITERIOS DE ACEPTACION (859,

Factor de capacidad (k'>: 1 a 10

Factor de selectividad Cad: 1 a 2

Factor de simetria CF>: 0.80 a 1.2

Factor de resolucidn CR): 1.8 a B,
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CAPITULO 4
ETAPA 4. ETAPA DE ANALISIS.



Cuando va a realizarse ol analisis, pueden distinguirse dos
etapas. lLa primera se trata de una ehtapa preparativa y la segunda
es la etapa de andllsis propliamente dicha, En la figura 4.1 so

visualizan estas dos etapas (B883).

Etapa proparativa

Descaongel ar muestras

Revisar muestras para asegurar buen estado

e {dentificacidn, No debe haber faltantes

!

Verificar aparatos y equipo analitico

a) Buen estado
b) Mantenimiento
c) Calibracion

T

Verificar material de laboratorin

a) Limpieza

b) Tdentificacidén

c) Preacondicionado (silanizacldn, p.ej,.)

{ Verificar equipo analitico y columnas ]

I Acondicionado del equipe I
l .

Etapa analitica

Aplicar sl métodn analitico validado

FIGURA 4.1 Esquema de las etapas que se involucran en la aplicacidn

de un método analitico.
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Estos procedimientos estdn basados en lo que son fas GLP's que
abarcan recamendacinones para las cuidados que deben tenerse durante
los dias e andlisis. En estos dias, 1o se permitira el paso a
‘‘rninguna’’ persona ajena al laboratortio para evitar
contaminaciones, pérdidas o confusiones de muestras y que no
courran acclidentes por no seguir las medidas de seguridad narcadas,
Se jncluyen los accidentes provocados sobre el equipn o las
muestras oebido a la ‘‘curiosidad’’ (684,865,5056).

Ademds de los procedlmientos generales que deben existir aon
todo ol laboratorie analitico para cumplir con ios procaedimientos
adecuados de laboratorio, es necesario conlar cuando menos con los
siguientes procedimientos estandar de operacidn (567,868):

¥Manejo de estandares.

¥impieza, mantenimiento y uso de cada una de las partes del
cromatdgrafo,

#Determinacidn de las condi ¢l ones de las columnas

cromat.ograficas,
MLavado del material empleade en estudios de farmacos en

fluidos bioldgicos,

nControl de plasma, sangre, suera, orina, etc. utilizado para
la validacidn del método,

*Transporte adecuado de las muestras bioldgicas. )

¥Manejo y conservacion de las muestras en el laboratorio,

¥Preparacidn y control de los reactivos utilizados en los
estudios.

*Recapcion, inspeccidn y registro de muestras bioidgicas.

®Andlisis de las muestras (uso de blancos, muestras control,
muesl.ras doble cisgs, orden de los andlisis, slc.). )

xControl de las muestras de retencidn.

#*Porsonal awtorizade para llevar a cabeo diferentes funcicnes.

#so de las libretas de informe.

WProcedimientos para situaciones no previstas,

MRoanalisis.

»Informe de datos,

Una vez determlnpadas tadas las condiciones bajo las cuales se
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va a trabajar en ©] laboratorio y de haber repartido funciones al
personal que va trabajar, puede comenzarse e] anidlisis (569,970),

La prueba determinante para cualquier método viene cuando éste
es aplicado a muestras reales. De ningun método se puede decir que
ha sido desarrmllado y evaluado hasta que no ha sido aplicade. Esto
quiere decir que el crilterio de acepltacidn se logra cuando ol
método funciona para el propdsito 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
aceptacion, Se puede desarroliar un método especifico con un limite
de deteccion bajo, pero si las manipulaciones que tlenen lugar son
de gran dificultad para el analista, esto puede crear una fuerte
resistencia para aceptarlo como un método analitico de rutina. Dado
que, para un estudio en fluidos bioldgicos se maneja un gran nimero
de muestras, la robuster del méltodo es considerado de gran
importancia en el desarroilo del método analitico.

Fipalmente, el método debe documentarse ampliamente. Ya que
muchas decisiones importantes se hacen sobre los resultados del
andlisis 'y sobre este registro se basa el desarrolle y la
evaluacidn de mismo. De esta manera, se requieren dos clases de
documentacldn. En un documento, se dardn los detalles prdcticos del
mét.odo final de manera que el laboratorio pueda llevar a cabe el
andlisis de manera rutinaria. E! segundo documento, que plmde
complementar al primero en detalle, debe ser el reporte definitivo
del metodo, en el cual debe estar explicita loda la investigacidn
que se llevd a cabo para el desarrollo del mstodo que aclare
cualquier duda que se tenga sobre el método,

En la slgulente tabla se muestra un ejemplbc de como puede

realizarse un reportie:
REPORTE DE METODO ANALITICO,
Introduccidn y declaracidn genaral del problema incluysndo. la

sensitividad esperada.
Descripecidn detallada del propdsito del método.
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Desarrollo del método.
Condicipnes de extraccion
Establ)idad del farmafe en Loo sol vent s
Seleccidn del sistema crematografico
Seleccidn del sistoma de detecoion
Evaluacidn del meétodo.
Recuperacion durant.e 1 mébodo
Precisiin
Exactitud
Especificidad
Sensitividad
Aplicacidn (283,

b O3
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Existen dos medidas cuanlitalivas mmialas en Lan oorvas: 1D

alturas del pire y 0 dreas odel pico, Para cusntificacron s mas
prociss trabajar con dreas del pico. Las alturas de pdco son uliles

para ta cuantificacidn cuands los tiempos de relencidne ne son

reproducibles o cuando los picos no reswelven adecusdamente (Rs
resolucitn < 1.8

f.a medida de las dreas del pico, s hacen por diversos
caminos: 1) tiempo de alturas y anchura a la altitud media; a
triangulacidn; 3> cortar y pesar; 4 planimetria; 8 integracidn
DISC; B integracion digital, 73 integracidn computarizada.,

Aunque puede recurrirse a cualguicra de estas opcionex, 3 la
fecha ws muy accesible la integracion digital y la compularizada,
que reducen sn muchn 8l error y facililan ol manejo do los datos,
por 1o Aque en esta seccidn unicamente se considerardn sstas dos
apcioles que en realidad son la conclusidne del desarrollo de las
iniciales (971,572,873,

Un integrador digital es un accesorio elecirénico usado para
deterninar el drea bajo el plco cromatogrifica. El corazin de un
integrador digital es un canvertidor de velltaje-~frecuencia (V-F)

que genera una velocidad de pulso de salida proporcional a la sehal

‘de entrada. Durante el desarrolle de un pico, las pulsaciones del

convertidor V-F son llevadas a un contador digital que acumula las
pulsaciones por intervalos come Ly a b, Coomo se muwslra en la
figura 9,13, Los nimeros, que tienen de cinco a siete digilos, son
producidos con una precisidn de aproximadamonte 3+~ 0.5%. Muches
integradores digitales moderhos tienen compensadores para el ruido
de la linea base; slvn embargo, los primeros. modelos sdlo son
capaces de manejar survas similares como las que s muestran en .la
figura 8.1, ‘

Los integradores computarizados incluyen la. capacidad del
integrador digital pero ademds son capaces de ajustar ol ruido e
la limnea base. Los programas se almacenan en estay unidacdes. para
procesar los cromatogramas bajo una  variedad de condiciones
di ferentes, El integrador coinpubarizadu moderno  se  programa  para

cdlecular concentraciones o composiciones en porcentaje. -y, en
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calcular concentraciones o composiciones en porcentaje y, en
algunos casos, se manejan picos pobremente resuel Los mediante el
manejo de los programas con quo cuentan (874,%57%5,578,577,578).
Muchos integradores computarizados conlienen wun graficador que
procesa datos que aparecen sobre el reporte del cromatograma Cver
figura 8.2). El integrador computarizade puede proveer valores de
precisidon de +/- 0.8% o mejores (873,579,580,881,882).

Una vez que se ha decidido si emplear las alturas o dreas de
pico, el analista debe contar con un método de calibracidn
adecuado,

Es necesario recordar que la exactitud se lleva a cabo a
través de medidas precisas y calibracidn. Asi,

Precisidn + Calibtracidn = Exactitud.

Debido a las pérdidas en la recuperacidn del farmaco y la
variacion inherente a la cuantificacidn de farmaces y sus
metabalitos en fluidos bioldgicos, siompre se requiere la
construccidn de curvas de calibracidn a partir de los ensayos de
estdndares en el medio bioldgico de prueba. Esto se reflere a que‘
ro se acepta el desarrollo de una curva estdndar Crespuasta vs,
concentracion de farmaco) de un sistema ''limpio’’ como un buffer o
agua, Yy usarla despuds para interpolar las respuestas obtenidas por
un farmaco contenido en una muestra bioldgica como plasma u orina
€583, ' '

En el andlisis biofarmacéutico se usan tres mélodos de

" calibracidn: €13 ol método del estdndar externo; (2) el metodo del

estdndar interno y (3) el método de adicidn de estdndar.

METODO DE. ESTANDAR EXTERNO €3), )

El término estandar externo es sindnime de  farmaco o
metabolito solo. Después de que se desarrolla la curva estandar y
esta muestra ser reproducible sobre un intervalo de relevancia
experimental o terapedtica, entonces puede  establecerse un
protocolo para andlisis de rutina. )

En un mismo dia, se preparan cuabro o mis es tindares de

concentracidn decreciente del firmaco contenido en un *‘pool’’ de
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empleado para las muestras. Despucds del andlisis se grafican las
alturas o areas medidas de lws estandar; contra la concentracidn
del farmaceo on la matriz bioldgica Cfig Y. 3). La linea debe pasar a

lraves del origen si no hay interferencias o peérdidas del fdrmaco

durante @l desarrollo cromatografico. Cuando la curva no logra
pasar por cero en ol origen, o Lendran errores en las
concentraciones interpol adas, Aclemas | se debe  obtener un

coeficiente de correlacion de 0.090 o pejor, si se espera ohtener
una precisidn aceptable ¢ < 10 % Y en los ensayos subsecusnles
584D,

Existe una seria dificultad en relacidn con el mélodo del
estdndar externo y es que cada elapa own el ensayo debe estar
cuidadosamente controlada: Si no es  asi, pueden  introducirse
errores por alteraciones en el mane)o oo varias muestras., Debido a
esto, of método del estindar externo resulta en una pobre precision
en comparacidn con el método del estdndar lnterno.

Idealmente, el analista debe desarrollar ensayos que tengan
una reproducibilidad absoluta del 90% en l!a recuperacion  del

farmaco o metabolito. Este porcentaje resulta dificil de obtener

debido a diversos factores como son; la fuerza do enlace del

fdrmaco a proteinas o a la perdida por adsorcion. sobre la
superficie del vidrio. Cuando se desarrolla el ensayo, se debe
determinar la magnitud de pérdida del farmaco Cestandar extornod
que ocurre durante ol procedimiento previo. Es importante descubrir
qué pérdidas son  reproducibies y cudles varian a diferentes
concentraciones del farmaco, Estw se logra mediante andlisis hechos
por sextuplicado en diferentes puntos de un intervaleo de
concentraciones lo suficientomente amplio para cubrir . las
variacio.nes de concentracion dei fiarmaco =n el fluido bioldgico y
se comparan los datos obtenidus con los de una curva estdndar
preparada con concentraciones decrecienles del farmaco disuelto- en

el solvente o solventes usados en ¢! sistema cromatogrdfico. las

recuperacionss absolutas pueden estar en an rangov de 850 a 100% (50%.

es el nivel mds bajo aceplable), pero, @ste valor debe permanecer

stempre’ en los reporles publicados,

i
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METODO DE ESTANDAR THTERNO (3).

Debido a los probleman  asociadns  al método de  estindar
externo, se ha desarroliado un método 1lamade de estdndar interno.

Un compuesto empleade como estdndar interno debe tener las
siguientes caracteristicas: (12 no encontrarse en la muestra
binldgica de interds; (2> tener propiedades fisicoquimicas
similares al compuesto qué se desea cuantificar  incluyendo el
tiempo de relencidn y resolver de todos los demas picos  del
cromatograma; €32 so adiciona a fas soluciones del estdindar y
musstras a una concentracidn aproximadamente igual a ta del fdarmaco
analizado;, (4) debe ser de alta pureza y preferiblemente de fidcil
disponibilidad (585).

Un estdndar internc se usa porque permite lograr exactitud y
precisidn en el ensayo.

En la practica, el estandar interno se adiciona en una
concentracidn establecida a estdndares y muestras. Se analizan los
estindares, se determinan Jas relaciones de respuesta Calturas o
dreas de pico) del fdrmacosestidndar interno y se grafican contra
concentracidn del fdarmaco en el fluido bioldgico.

Al adiclionar el estdndar interno a la muestra bioldgica, las
variaciones en las cantidades de los extractos sometidos durante sl
procedimiento a la evaporacidn o suministrados para el andlisis
cromatogrdafico no afectan la exactitud y la precisidn ya que Ea
usan las  relaciones (fdrmacorastdndar interno) en Lodas las
determinaciones en vez de las alturas o drsas absolulas. Pof medio
de este metodo se eliminan también los errores en la inyeccién al
cromatdgrafo lograndose mayor reproducibilidad (588),

METODO DE ADICION DE ESTANDAR (3).

Aunque menos frecusntemente usade, los métados de adicidn de

estandar tiene alguna utilidad en los procedimisntos cuantitalivos

de CLAR, especialmente para anallzar compuestos en el liwmite de

cuantificacidn de un ensayc o cercanc a él. ’
En el mdlodo cldsico de adicidn de estdndar se agregan a tres

a cuatro porciones de una muestra dada, concentraciopes crecientes



del estdndar externo (farmaco a ser analizadod (3). Despues del
andlisis cromatogrdfico, se miden las alturas o areas del pico dwl
compuesto y se grafican contra la  concentracidon de estdndar
adicionado. Una curva Lipica de adiciodn estdndar se muestra en la
figura 9. 4.

Un segundo método de adicidn de estdndar sdlo requiere dos
andlisis de una muestra (3. Este también posee gran exactitud y
precisién porque incorpora el uso de un estandar interno.
Primeramente, la muestra se inyecta al cromatdgrafa despuss de la
adicidn de una concentracidn conocida de estdndar interno y se
obtiene un cromatograma como el que se marca como ‘‘'A’’ en la
figura 9.9, Despuds del primer andlisis cromatogrdfico, se adiciona
una concentracidén de farmaco conocido a la muestra y se inyecta
nuevamente al cromatdgrafo obteniéndose un cromatograma como el
sefialado en ‘*‘B'’' en la figura 8.8,

Las respusstas relativas, que es la relacidn entre el area del
farmaco analizado Cya sea en A o en B) y el drea del estindar
interno (IS adicionado a dicho fdrmaco se calculan como se indica
a continuacion:

Area del fdrmaco en el cromatograma A ¢ B

RCA & B) = ~--—cmmcm—meoe o e e e

Area del IS en el cromatograma A &6 B
Un RCDIF) s& determina como se indica;
RCDIF) = RCBY ~ RCAD

La concentracidén del férmaco en la muestra original se

determina como se indica:
(Conc de IS adicionadod CRAD
Concldesc) = S
RCDIFD
Donde:

RCAY = respuesta relativa del fdrmaco en el cromatograma A

CB) = respuesta relativa del fdrmaco en el cromatograma B

RCDIF) = resultado de la diferencia de las respuestas
relati vas de B menos A,

CONCCDESC, ) = concentracidn. inicial desconocida del farmace.
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Esténdar
Interno

Farmaco

Estdndar
Interno

Farmaco

FIGURA %5.8. Cromatogramas cbtenidos usando un métoado de adicidn
de estandar interno. Ei primer cromatograma muestra la

corrida despuds de la adicidn del ostdndar internc pera

no del fdrmaco CA). El cromatbgrama oblenido despdés de -

la adicién de una conceniracitn conocida de farmaco (B),



Hay que considerar dos aspectos importantes on el sagundo

método de adicidn estandar. Primero, debe tomarso en cuenta
cualquler camblo de volumen en la muestra despuds de la adicidn de

una cantidad de fdrmaco. Segundo, come asta determinacion se basa

en un punto no pusde poseor una presicidn y exactitud mejores que

los metodos de estdandar interno que utilizan estindares maliiples

(587,588,989,

USO DE COMPUTADORAS PARA EL NMANEJO DE DATOS.

En la actualidad muchos laboratorios prefiersn realizar el
procesamiento de los dalos mediante una computadora (590,892,598),
Los sofware son de gran utilidad sobre todo cuando se maneja una
gran cantidad do datos. Sin embargo, el uso de up sofware tambidn
requiere de validacidn (8910,

Existen mdtodos de simulacidn por computadora que reducen
tiempo en los estudios. Esto o5 una gran ventaja debido a la
dependencia del Llempo en la cindtica, También reduce tiempo en el
caso de estudios que sdlo requisren una ddsis del farmace que se
administran en intervalos de tiempo muy cercanos el uno del otro,
El perfil total de tiempo-concentracidn se analiza por regresicdn no
lineal y los pardmetros para la velocidad y extencidn de la
absorcidn se estiman como parte del modelo fijado. Estos modelos

también pl'"edlcen la precision y exactitud que tendrdn los estudios

para cualquier ‘orden de «cindtica, tanto en estudivs de
biodisponibilidad absoluta como relativa. La cantidad de wmuestras
no afectan la precisidn (593,594),

El programa Monte Carlo también prevee la robustez del modelo
fijado a un estudio (8588)., La duracidn de la absorcidn, el

intervalo de tiempo entre ddésis, la dosis y la -duracidn  del

muestreo son variables de gran imporlancia para la presicién de los
estimados. El método generalmente da un bajo estimado cuando se
Liene una baja absorcidn (8598,597),

k Las computadoras en el laboratorio, de manera general, se
utilizan como calculadoras, y no para caleulos especificos. Por

esto es que dobe programarse la éampu!.adora con las fdrmulas
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6.1 BIODISPONIBILIDAD (598 600).

La distincidn eontre biodisponibilidad y biodisponibilidad
ralativa es Importante, Cualauier estudio que evalue la cantidad
relativa de un farmaco administrado que llega a la circularion

gensral  y la valocidad a la cual esto ucurre se considera un

estudiv de biodisponibilidad., Por lo tanto, esta categoria incluye

esludios en los cuales un farmaco se administra woralmente y ia
exlencidn de la absorcidén se compara con los resultados de la
admini stracidn intravenosa (la cual provee el 100 % de
bliadisponibilidad)., Los estudios do biodisponibilidad abarcan la
determinacion de la biodisponibilidad relativa de un fiarmaco activo
en dos o mds formulaciones, sin considerar la cantidad absorbida
que se le reconocw a cada formulacion.

La biuvdisponibilidad de un fdrmaco estd controlada por tres
factores principales: (1) la wvelocidad y extensidn con la que se
libera el firmaco de la forma de dosificacidn, (2) su subsecuente
absorcidn de la forma en solucidn, €3) la biotransformacidn durante
el procoso de absorcidn,

En todas las determinaciovones de biodisponibilidad, se realiza
una medicidn de la concentracidn del farmaco sn varios fluidos
corporales, por ejemplo, sangre, plasma Yy orina. ' Las
concentraciones en plasma seguida de la administracidn oral de un
farmaco asume cualro fases secuenciales:

1. absorcidn > ellminacidn

2. absorcidn * eliminacidn
3. absorcidn < eliminacidn
4. absorcién = 0; eliminacidn » O

La forma exacta de la curva de la concentracidn en plasma
dependera dv la velocidad relativa de absorcidn y elimlnacion., Esto
implica que las curvas de concentracion plasmitica sera tan
diversas como las diferentes vias de administracidn Cfig. 6.1). La
via intravinosa y en ocasiones la inLramusm;:l ar dan de inmediato un
pico agudo debido a la rdpida o casi instantdnea absorcidn, sin

embargo, las vias oral, subcutdnea, rectal y olras pueden mostrar

120
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CONCENTRACION EN PLASMA (MCG/ML)

| TIENPO (HORAS)
f .

FIGURA B.1. Perfiles de concentracidn en plasma donde se muestra el

{ .

i efecto de las diferentes rutas de administracidn,
1

{
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picos retardados debido a una baja velocidad de absorcicn. Debe
notarse que la velocidad de eliminacidn se considera constante ya
que esta depende principalmente e la naturaleza waspecifica del
fdarmaco como ingredients activo., Asi, la ‘‘fase 2'' o los picos,
esta cleterminada solamente por las velocidades de absorcion,

lLa estimacidn de la biodisponibilicad a partir de curvas de
concentracinvn de plasma requiere cle up amplio entendimiento de la
naturaleza de tales curvas, Por sjemplo, un pico alto o agudo no
necesariamente significa una mayor abseorcidn que en un pico pequeno
o retrasado, La absorcién total de un farmaco os proparcional ne
sélm a las concentraciones de plasma que se logran, sino Lambidn 2
la extenszidn de tiempo que esas concentraciones se mantienen en la
sangre o plasma. Un pardmetro que caracteriza este aspecto es el
area bajo la curva de concentracién vs tiempo, La mayor
contribucidn al drea bajo la curva para una formulacidn que se
absorbe rapidamente es debida a la altura del pico de
concentracidn; a diferencia de una formulacidén quak se absorbe
lentamente ®l drea eos debida principalmente a la concentracidn
sostenida o prolongada en plasma. Debe notarse que sl drea bajo la
curva de conceontracidn vs tiempo CAUC) os sdlo proporcional a la
cantidad total de farmaco absorbido y no puede ser empleado para
determinar la cantidad de farmaco administrado comparadeo con un
estindar de concentracidn conocida, para eso, la extension de la
absorcidén se mide por cualquier otro método o se asume que os ol
100 % en el caso de la administracion intravenosa.

Sekcuentan con muchos métodos para medir AUCe.. A comtinuacidn

se describen tres de estos,

LA REGLA DEL TRAPEZOIDE (899D,

Este es el método mds simpie y consta de dividir la curva de
concentracion de plasma vs tiempo en varios Lrapezoidas (fig., B.27,
calcular las 4drsas de los trapezoides individuales 'y adicionar

estas dreas en forma acumulativa:

lae
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AUCL = CCo + CD (Ct + C20

»*
L 2 A atalatatete Ctr + Lto) + —=--mmmee Cbz ~ Lo
] 2 2

] ... + (Cn-t - C22

»® e Cln = tn-1)

» I

] n

» AUCL = & CCi-t + QO

» img o

x e

Las unidades para la AUC son: concentracidn x tiempo, por
ejemplo, ug.hrsml o mg.minslitro,

Come regla general, entre mayor sea el numerc de segmentos o
Lrapezoides formados, mayor serd la exactitud. En oblras palabras,
entre mds cerrado sea ol intervalo entre cada lectura gque se toma
de la concentracidén en plasma, mas exacto sera él resultado, Un
resultado exacto se oblendrd sdélo cuando ol numero de trapezoides
es infinito, Si ios valores de la concentracidén en plasma estdn muy
alejados uno de otro, pusde construirse wuna curva suave,
divididéndola en un gran numero de Lrapezoides.

El AUC es proporcional a la dosis absorbida sdlo cuando los
cdlaulos se extienden al punto donde la concentracidn. de plasma
tienden a cero, Esto algunas veces no es posible , en tal caso la
comparacién puede hacerse a un Liempo dado o la concentracidn en
plasma puede extenderse a la forma de la curva gque so muestra en la
figura B,3. Cualquiera de estas aplicaciones adicionan un error

sobre la estimacidn de la blodisponibilidad.

METODO DE LA INTEGRACION (599,
la velocidad del cambio de concentracidn en plasma CC) se

describe como:



CONCENTRACION EN PLASMA (MCG/ML)

FIGURA 6,3,

TIEMPO (HORAS)

Extrapolaciones de

los perfiles

de concentracidn en

plasma de acuerdo a la forma de las curvas,



dCsdt. = velocidad de absorcion - velocidad de absorcidn
= ka Xa - KeX

donde ka y Ke son las constantes de velucidad de absorcidn y de
eliminacidn y Xa y X son las cantidades de fdrmaco en el tracto
gastrointestinal y el cuerpo respectivamente. Una intagracion de
est.a ecuacidn entre los limites de tiempo para los cuales el
farmaco permanece wn el cuerpn segin se refleja por la
concentracion en plasma se expresa a continuacidn:
»* -Kt -Kat
" C=ACe - e )
y ©l drea Lotal bajo la curva CAUC) para la cual se define la

integracidn entre el tiempo cero y ol infinito:

" 1 !
" AUC = AC -~~~ - ===
» K ka

METODOS FISICOS (599).

Pueden utilizarse una variedad de métodos fisicos como el
recortar las grdficas y pesarlas, o utilizando un planimetrwo,

Con la ayuda que actualmente brinda la computacidn para la
realizacidn de los cdlculos, lns métodos fisicos han entrado en
desusa., Ademds, el error de las determinaciones analiticas se
lncrementan con 1 error humano. Sin embargo, la delterminacidn de

la biodisponibilidad por estos nétodos es muy simple.



6.2 BIOEQUIVALENCIA (599600).

Los investigadores biofarmaceuticos deberian disenar estudios
en humanos, conducir experimentns *'in vitro’' o en animales de
laboratorio, de tal manera que @! andlisis e los resultados
nbtenidos indicara cual fue la fuente de variacion y se pudiera
aftrmar, a um nivel de confianza dado, si vada fuente de variacion
fue significativa o no.

Fl andlisis de varianza CANOVA) es un procedimiento
astadistico para descomponer la variacion total de un juego de
observaciones de un experimento &n componentes asociados con
fuentes de variacidn controlables (definides) tales como:

1. Por ¢l tratamiento,

2. por los individuos Co grupos de individuos) y fuentes de
variarcidn no controlables Cpor ejemplo, error © arror
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 de un fdrmaco
todas ellas dadas en la misma forma farmacdutica por la misma via
de administracicdn, o diferentes formas farmacsuticas de ﬁn f:ﬁ'maco,
con la misma dosis y, todas ellas, por la misma rula de
administracidén, o diferentes '‘nivelos’’ de un factor unico (por
ejemplo, la fuerza utilizada para la compresidn de un  mismo
granul ado), )

Se utiliza el andlisis de varianza para evaluar la diferencia
enlre medias de varias pobiaciones que se suponen distribuidas
normalmente. La hipdtesis que se prueba, comunmente especifica due
las medias son iguales; a representa un nivel de significancia
pre-asignado para rechazar esta premisa de igualdad.

Se dice qﬁa existe un error de Lipo I Co error ), cuando ’1.:\
hipdtesis pr,obakda, siendo verdadera, se rechaza.

Si la hipotesis de que las medias son iguales es falsa y al
probarla se aceptase como verdadera, ocurrird, entonces, un error

de tipo 1l (o error M,
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La significancia estadistica, tal como se le obtiene en ANQVA,
es funcidn de la diferencia verdadera enire las formulaciones y de
la precisidn de la prueba. Esta udltima resulta, a su vez, afectada
por el numero de individuos utilizados en el estudic y por la
**variabilidad’'’ de los datos. Por ejemplo, podria encontrarse que
dos dreas de 18 y 17 son significativas con una probabilidad menor
al 0.001 y que esta diferencia de 2 unidades-iarea no fuese
import.ante clinicamente, Por otro lado, podria utilizarse un grupo
menor de individuos, probarse dos productos y obtener la misma
respuesta, que resultaria no significativa con una probabilidad
mayor al 0,08 y concluir que no hay diferencia entre las
formulaciones estudiadas; sin embargo, la ‘‘variabilidad'’ puede
ser muy grande y, ®l aceptar la anterior como la respuesta
‘‘correcta’’, seria autoengafarse. Una alterﬁativa a la prueba de
hipdtesis es el uso de intervalos de confianza,

Si Br es la biodisponlbilidad del producto referencia y Bn es
la biodisponibilidad de un producto nuevo, mediante prueba de
hipdtesis puede concluirse que Br = Bn o que Br t Bn, pero el
enfoque de intervalos de confianza puede determinar la magnitud de
la diferencia [Br - Bnl y determinar si dicha diferencia es lo
suficientemente pequefia para ser aceptable. Aunque el enfoque de
intervalos de confianza utiliza los mismos ndmeros y cdlculos que
en las pruebas cldsicas de hipdlesis, proporciona otra forma para
seleccionar los niveles a y (3. El especialista clinico o
farmacdlogo puede especificar que la biodisponibilidad de un nuevo
producto en relacidn a un producto de referencia debe estar dentro
de un cierto margen y que é&sto debe conocerse con un nivel de

confianza dado.



1.3. FARMACOCINETICA (599800).

El principal problema que se tiene para proporcionar una
interpretacidn significativa de la respuesta bioldgica de un
individuo cuando se le administra una dosis dada del fdarmaco, es la
inaccesibilidad al sitio de accidn para determinar la concentracicn
del fdarmaco en ¢l mismo. Con el objeto de solucionar este problema,
s¢ ha desarrollado ia técnica del andlisis de compartimientos; @ste
es un intento de definir cuantitativamonte qué le ocurre al farmaco
en funcion del tiempo, desdé el momento en que es administrado
hasta que ya no se encuentra en el cuerpo.

Los componentes esenciales de un esquama de comparbtimientos
incluyen la transferencia del farmaco del sitio de absorcidn a la
sangre y los pasos invoiucrados en la distribucidn y eliminacidn
del fdrmaco en @] cuerpo, tal como se indica en la figura 6.4.

Fdrmaco en Farmaco en
otros fluidos ¢ tejidos u
de distribucidn Srganos

2 2 K3 Farmaco en

//fi//? orina
v k—5

Fdrmaco en @l ——Kklwy Firmaco en sangre ~kf . Fdrmacos en
sitio del .o 1 *‘I:g———- otros fluidos
depdsito k=7 k7 de excrasidn

A
Farmaco metabolizado

k-ﬂT 11:8 k-9T 1k9
Metabolito Metabolito en
en orina otros fluidos

de excrosidn

FIGURA B.4. Esquema de compartimientos que muestra lé transferoncia

del fdrmaco en el organismo.
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El conocimiento de los procesos de absorcidn, distribucidn,
metabolismo y excrecidn C(sistema L.A.D,M.E.) hace que se concluya
que, con un sislema tan simple como @l que se ha presentado, no se
pueden explicar todas las siluaciones., El efeclo del primer paso
(dogradacidn del fdarmaco unido a proteipa, su metabalismo por la
flora bacteriapa, su retencidn en el moco intestinal o© en las
membranas bioldgicas y su metabolismo en el primer paso por el
higado en la absorcidn orald), hace que la fraccidn de dosis
absorbida no sea igual a 1; ya en la sangre, ol farmaco se
distribuye rdpidamente entre ©l plasma y los eritrocitos., En el
plasma, muchos  farmacos se unen  extensamente a  proteinas
Cusualmente albimina), alcanzdndose wl equilibrio rdapidamente; esto
afecta necesariamsnte la distribucidn extravascular, pues ol
fiarmaco libre es el que se difunde a los tejidas.

La distribucion es la transferencia del fdrmaco de la sangre a
los fluidos extravasculares (por ejemplo, el liquido instersticial?
y a los tejidos; este proceso generalmente es rdpido y se asocia,
con frecuencia, a constantes de velocidad relativamente grandes;
aun mids, os un proceso reversible. De esta manera, el farmaco que
se encuentra en &l plasma estd en aquiubrio' Cdindmico) con el que
se encuentra en los eritrocitos, con el que estd en otros fluidos y
el de los tejidos; por esta razdn, la concentracidn en plasma
refleja los cambios en los niveles del farmaco en otros tejidos
incluyende los sitios  donde el  fdarmaco  ejerza  su  accion
farmacologica (899), )

La transferencia del fdrmaco de la sangre a la orina' 'y a otros
compartimientos acumulatives (Csaliva, sudor y bilis, " p.e), se
denomina excrecidn. El metabolismo es la Lransformacidn bioguimica
o enzimdtica del fdrmaco en los Lejidos, el plasma e higade, a
'prmductos metabdl icos genéralmen!.a inactivaos, Usualmenle, wastos
procesos son irreversibles; el conjunto de estos pasos se denomina
aliminacidn del firmaco, siendo este proceso el responsable do la
desaparicidn del fdrmace en el organismo, Las constantes asociadas
con la eliminacidn del fdrmace son, t‘recuenbemaﬁte. mucho menoras

que las constantes de  velocidad ‘asociadas al proceso de
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distribucidn. De esta manera, ¢! farmaco alcanza el equilibrio en
la distribucion antes de que cualquier fravcion signiflyativa de la
dosis sea eliminada del cuerpo, En este caso. 8l cuerpo aparenta
tener las caracteristicas de un sdle compartimiento; en otras
palabras, la distribuciodn ﬁc ws ovidente, Eso describe el modelo
abierto doe un compartimiento CMAUC) &l cual presenta los esquomas
mas simples; en la figura B.5., se ropresenta el casoc para la

admi ni stracién de una dosis C(bolw) intravenosa.

FIGURA 6.8, Representacidn  de una administracidn de dosis-

Intravenosa.

El cuerpe puede . considerarse romo un . arreglo de. .

compartimientos separados, cada uno de los cUalés contient " una
fraccidn de la dosis administrada, La transferencia del fdrmaco de
un compartimiento a otro, se asocia con una constante de Qelocidad
ospecifica Ckd para cada transferesncia en partlcular;fla magni tud

de:. la constante de velocidad determina - qué - tan ripido ocurrira




dicha ‘Lransferoncia (8589), K es 1la llamada constante de
transferencia total y es simplemente la suma de Lodas las
constantes CE68):

K w ke o+ km L4 Lp +

La prupiedad aditiva de las constantes de velocidad es de ygran
importancia ya que pormite ¢l calcule de constantes desconocidas y
la fraccidn total de los farmacos removidos desde el cuerpo por una
via especifica. Por ejemplo, la fraccidn total de farmaco
metabolizado se expresa por:

Fm = km -~ K

Intimamente relacionada con la constante de velocidad de
eliminacidn se encuentra la vida pedia bioldgica, periodo de
semieliminacidén o Liempo medio de eliminacidn,

tis2 = 0,693 / K

Un compartimiento no necesariamente es upa entidad anatdmica,
sino que se define como un ‘‘recipiente’’ cinéticamente
distinguible en términos del perfil grdfico de la concentracidn del
farmaco contra el tiempo, En.otras palabras, es posible conocer la
cantidad del farmaco en un compartimiento en funcidn del tiempo sin
que realmente se sepa donde estd ese compartimiento fisicamente
situado. '

Por ejomplo, se hgonsidera a la sangre como compartimiento
central; ia otra opcidn la constituyen los tejidos y los drganos a
los cuales se distribuyen el tarmaco con una rapidez prdctlcamente
instantianea., Este compaflimiento se  comporta como un todo
homogéneo, ' .

Un compartimiento identificable fisicamente es la orina; seo les
denomina compar timiento acumulativo, puesto que el firmaco ya no se
reintegra al llamado icuerpo farmacocindtico (el ' conjunto -de
compartimientos directrices, o sea, los que impulsan al farmaco a
otros compartimientos). : k

En los humanos, los estudios farmacocingticos general mente se
limitan a muestras de sangre y orina; los pardametros obtenidos de
«log modelos matemdticos se acoplan con el cénocimiento de la dosis

administrada y - olra informacidn recabada en estudios separados,
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comy lo es 1a unidn a proteinas.

Ly transterencia de un campartimento a otro, puxde asociarse
A uma o mas corstantes de velocidad, lo que significa que se ha
modifivadoe en algun grado .el sisteﬁu.

Generalmente la velocidad de transferencia del fdrmaco de un
compartimisntn a otro, sigue una cindlica de primer orden, pues
depend» del gradiente de concentracidn del mismo entre los
compartimientos., las excepciones se encuentran en aquellos casos
donde intervienen sistemas cuya capacidad sea limitada; por
ejemplo, en el metabolismo, ©) sistema enzimdtico puede saturarse
cuando se excede cierta concentracién del farmaco y el proceso
sigue una cindtica de orden cera; el mismo caso se presenta en la
secrecion tubular activa a nivel del glomérulo renal (599,

- La constante especifica de vwlocidad para los procesos de
primer orden, son las constantes de proporcionalidad de
transferencia y la concentracidn del farmaco en el compartimiento
de procedencia, si se asume que el proceso sélo occurre en una
direccion, la ley de la velocidad puede escriblrse:

dC / dt = =~k C
donde dC-/dt es la velocidad de transferencia, C es la concentracidn
del farmaco en el compartimiento a partir del cual se lleva a cabo
la transferencia (por ejemplo, el plasma) y k es la constante de
velocidad asociada con el proceso, El signo negativo indica que hay
perdida del farmaco en el plasma. Cuando se hace. referencia a la
velocidad con la que aparece el firmaco en el otro compartimiento,
entonces el signo es positive; por ejemplo, la velocidadk con la que
aparece el fdrmaco en la orina se describe;

) dAor 7/ db. = + Kr Ac
donde dAor-dt es la velocidad de aparicidn del farmaco en orina, Kr
2s .la constante de velocidad de oxcrecidn renal y Ac es la cantidad
de fdrmaco en el compartimiento central. ‘

Los esquemas que se propongan deben caraclerizarse.  por
utilizar el menor ntimero de compartimientos que sean compatibles
con el curso temporal de los datos experimentales. Por esta razdn,

debe praobarse el modelo matemdtico obtenido para, asi, obtener el



me jor ajuste (899D,

YOLUMEN DE DISTRIBUCION APARENTE (268).

El concepto de volumen de diskribucidn establece un pardmetro
matemdtico que relaciona la cantidad de farmaco en el cuerpo con la
concentraci dn plasmitica. Se define habilualmente como el volumen
de liquido de! cuerpo en el cual el farmaco aparentemente se
disuelve,

Después de una inyeccidn intravenosa, el farmaco  se
distribuye y se equilibra con todos los Lejidos, Una vez que se
logra @l equilibrio esta relacidn no cambia, de modo que el volumen
de distribucidn, Vd, pusde obtenerse de la relacidn:

Vd = Conc. fco. en cuerposconc. plasmitica

En la prictica, el volumen de distribucidn aparente de un
fdarmaco suele calcularse administrando una inyeccion intravenosa de
éste; luego se determina la concentracidn plasmdtica a diferentes
tiempos despuéds de la Inyeccidn y la serie de conc‘en(.raciones se'
representa grdficamente en funcidn del tiempo en papel
semilogaritmico o bien se elabora un grafico de coordenadas
cartesianas que exprese la roncentracidn plasmiatica en logaritmo.
La extrapolacidn de la recta ohtenida hasta tiempo inicial nos
proporciona la }concentracién inicial <C(Cod., Finalmente, basta
dividir la dosis administrada por el valor Co de la sxtrapolacicn:

vd = Dosis. ~ Co

El volumen de distribucién no tiene significado fisioldgico
dlracto y no se refiere al volumen real de algun compartimiento. Si
el fdrmaco se une a los Lejidos o se localiza en  los
compartimientos profundos Chussos, ' lipidosd, el volumen de
distribucidn adquiere un valor elevado que sobrepasa el volumen
real del organismo. ) ' )

Si el volumen de distribucidn se divide por. el peso corporal
del Individuo adulto, - de estatura y peso normales, se. obtiens ol
coeficiente de distribucicdn, &'

A' = vyd / peso corporal
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DEPURACION (268).
El conceplo de depuracidn o aclaramiento C''clearance'’)

implica esencialmente el proceso de eliminacidn renal de wuna
suslancia, Sin embarge, esle concepto se ha extendido para
describir la eliminacidn por o desde drganos como el higado y otros
de menor importancia como el estomago, pulmones, etc,

La depuracién de un érgane se define como el volumen del medio
de perfusidn que es purificado de un fdrmaco por ese drgano en la
unidad de tiempo.

La depuracidn es una propiedad aditiva: su valor total es la
suma de la depuracidn de cada uno de los drganos eliminadores,

La mayorfa de los fdrmacos o sus netabolitos se eliminan a
traveés de rifion. La depuracidn renal se refiere al volumen de
plasma que es depurado del farmaco en la unidad de tiempo por el
rifkon,

La depuracion renal (Clr) puede obtenerse a partir de datos de

excrecidén renal, ya que:

donde dE/dt s la velocidad de excrecidn renal del farmaco y C la
concentracidn plasmdtica medida en la mitad del intervalo de tiempo
en que se oblienen las muestras de orina, En un gréficd de dE/dU en
funcidn de C, la depuracidn renal esta delerminada por la pendiente
de la recta obtenida. Otra manera de calcular la depuracidn renal
consiste en determinar la cantidad por el drea tolal bajo la curva

de concentracidn plasmitica en funcidn del Liempo:
N o0
Clr = Eo 7 jﬁ C dt
(]

También la depuracidn hepatica s importante en
farmacocinética. El higado es el principal drgano eliminador. de
farmacos. Situado entre el btracto gastrointestinal y la circulacidén
gensral, recibe la mayor parte de la sangre que pruvlehé de dicho’

tracto y, por lo tanto, los fdrmacos absorbidos alli pasaran



primero por @l higado. Por la gran capacidad metabolizante de este
drgann, puede reducirse la disponibilidad de fdrmaces administrados
por via oral, es dscir, la fraccidén de la dosis oral quo )lega
intacta a la circulacion sisteémica, Esta eliminacidn hepalica
presistemica de un farmaco es lo que se llama *‘efecto del primer
pasn’' y es particularmente importante en los fdrmacas que son
axtraidos en alto grade por sl higado.

Una  expresidn ampliamente utilizada en la aclualidad es la
de ‘‘relacidn de extraccidn hepsdtica’’ o ‘‘porcenlaje de extraccion
hepdtica’’, que es el porcentaje de farmaco irreversiblemente
metabolizade a cada paso por wl higado:

Relacidn de extraccion Depuracidn metabdlica media

hepalica T e e e e

-
Flujo sanguinen hepatico

Depuracidn metabdlica media = fm K vd -~ X

it

donde fm = fraccidn de la ddsis metabolizada , y
A

i

constante que expresa la relacidn entre la concentracidn
sanguinea y plasmitica

La eliminacidén hepitica puede estar limitada por el flujo
sanguineo y por la capacidad inkrinseca del odrgano para eliminar
farmacos y por la unidn a protwinas.

l.a depuracidén total de un fdarmaco es el resultado de la
eliminacidn de éste por todos los mecanismos eliminatorios del
organismo: excresidn renal, hepatica, pulmonar, metabdlico, setc,,
y, por lo tanto, estda relacionado con la constante de velocidad de
eliminacién tolal, la cual, como se ha sofialado antes, s la suma
de todas las constantes de velocidad de eliminacidn individuales de
los mecanismos que se encargan de esta funcidn,

La ecuacidn que relaciona la depuracién lotal con la constante
de velocidad de eliminacisdn total es:

Clr = K Vd
Tambidn puede expresarse la depuracidn LoLal‘ en funcidn de la

vida nedia bioldgica o tiempo medio de semieliminacidn:
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Clr = 0.693 vd ~ ti2

CINETICAS DE PRIMER ORDEN (599).

Gran numero de farmacos se adminmistran oralmente o por olras
rutas por las cuales la absorcidn ne es instantdnea y sigue una
cinética de primer orden:

dX-/dty = LaXa - KX
donde ka ms la constante de velocidad de absorcidn y Xa es la
cantidad de fadrmaco remanente en el sitio de absorcidn, por
wjemplo, el estdmago © el intestino, Esla ecuacidn pueds ser

integrada de la siguiente forma:

kaFXo ~Kt -kat
X = e (e e )
Cka - K3
kaFXo -Kt ~kat
) C = ~=rmemeeee Ce - e pJ
Cka - KOV

donde F es la fraccidn de dosis administrada Xo, que se absorbe
despuds de la a&ministracidn oral o por otra ruta,

En algunos casos, la constante de velocidad de absorcidn, ka,
es mayor que la constante de eliminacidn, K. Como la cantidad de
farmaco remanente en el sitio de absorcidn disminuye, la velocidad
do absorcidén disminuye tambien y la concentracidén en plasma se
describe dnicamente por la constante Jde ellminacidn del fdrmaco:

kaFXo -Kt

Cka - KOV
Estas ecuaciones se refieren a la fase post-absortiva. " La
constante de velocidad de absorcidn, ka, se determina mediante una
técnica llamada Método de los Residuos:
k ' Kt ~kat
C = Ae - Ae

donde



Cka - K) V
El tiempo en ¢l gue el mdximo de la concentracidn plasmatica

ocurre puede ser determinado fdcilmente ya que en este tiempo:

kaXa = KX
)
dCsdt = O |
2
dac ka FXo ~kalp FaKFXo -Ktp
- F e e -~ Tmmmme— @
dt  Cka - KOV Cka - KOV
donde tp = al tiempo en el cual C = Cmdx., Esta ecuacidn puede
resumirse en:
2,303 ka
tp = ~mmmmmme log ~--~
Cka - K> K
Cmidx puede obtenerse sustituyendo Lp en la siguiente ecuacion:
-Kt ~kat

G = kaFXo Cka-Kd)V Ce - @ P
Existen casos donde la constante de velocidad de absorcidn es
de valor semejante a la constante de velocidad de eliminacidn. En
oste caso, la concentracidn plasmidtica se define como:
k'FXo ~k't

donde k'’ s -la constante de velocidad de eliminacidon o de
absorcion. El tiempo en el cuai ocurre la mixima absorcidn
plasmitica es:

tp = 17k’

Cmdx = 0. 37FXo / V
El términe FXosV representa Co despudés de la administracidn

intravenosa de una dosis igual a Xo.



CONCLUSIONES
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El proceso en la cuantificacidén de farmacos en fluidos
bioldgicos exige muchas etapas que deben ser cuidadosaments
disenadas y seguidas en detalle para evitar el fracaso de un

bioandlisis.

Lo que mds dificulta llevar a cabo un estudio biofarmacéutico,
s no contar con pases asignados que garanticen el éxito del

analisis,

La diversidad &a los fdrmacos que se desea estudiar, sus
variados efectos y sus diferentes propiedades fisicas y quimicas,
hacen literalmente imposible precisar una guia para todos los casos
ya que es necesario disefar un estudio especifico para cada caso en

particular,

Es posible hablar de pasos o etapas secuenciales para llevar a
cabo un andlisis, desde como obtener una muestra, hasta llegar a
interpretar los resultados que se derivan de los andlisis, a pesar
de no contar con una guia para todos los estudios. ‘

Se ha podido ver que es importante seguir las Buenas Practicas
de Laboratorio para evitar introducir mayor error en el andlisis
debido al manejo de las muestras y al desarrollo del andlisis a la

cuantificacidn en si.

Los métodos que existen para realizar un estudio
biofarmaceutico son muy diversos. Para seleccionar alguno se toman
en cuenta las propiedades del analito y elegir la mds adecuada
dependerd de las caracteristicas  del analito y de la matriz
biolégica.

No existe una técnica que sea mojor que otra, la eficiencia

siempre estérd ligada a las propiedades del analito 'y de la matriz

bioldgica, Sin embargo, es 1itil conocer la mayoria deo esbtas
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técnicas para seleccionar la mds adecuada y no perder el Liempo
tratanto de implementar una técnica muy soficlicada si se puede

resol ver un problema mediante upa técpica sencilla,

Slempre debe Lenerso en mente lograr los mejores rendimientos
usando la menor cantidad de pasos que consuman el menor tiempo
posible, ya que de pada sirve el mejor método desarrolladeo si no

resulta practico en sl laboratoric durante un andlisis de rutina,

Es importante el manejo que se realiza de los resultados
oblenidos, ya que un andlisis de datos mal elaborado puede llevar a
conclusiones equi voradas sobro la farmacocinetica,
biodisponlbilidad © bicequivalencia de un farmaco, Puede pensarse
también en un reandlisis o en modificar el disefio del experimento

sin ser necesario,

Por todo esto, es conveniente remarcar que cada paso que lleve
a la obtencidn de resultados analiticos a partir de un farmaco en
una muestra bioldgica debera de ser seguido cuidadosa vy

detalladamente.
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