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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La salud es una de las prioridades que tenemos como seres vivos. Es por ello
que, desde tiempos ancestrales el hombre ha hecho lo posible por encontrar las
maneras de mantenerse sano. Segiin los conocimientos, las necesidades y las
posibilidades, cada cultura ha desarrollado diferentes modos de extender su
expectativa de vida. Para la mayoria de la poblacién mexicana que habita las zonas
urbanas, se ha adoptado la medicina a base de farmacos o alopatica, que, a
diferencia de otras corrientes de la medicina actia sobre un 6rgano o célula
especifica. El largo y costoso proceso de investigacién, por el que pasa una nueva
molécula con cierta actividad biolégica para poder ser registrada como
medicamento y poder comercializarlo como producto innovador, redunda en el
costo del mismo , el cual es alto e inaccesible para una gran parte de la poblacién.
Es por ello que surge en el mundo, el concepto de los medicamentos genéricos
intercambiables que, en términos generales son medicamentos conteniendo el
mismo principio activo que el innovador pero que al no pasar por el largo proceso
de investigacion, hace que el costo sea mas accesible para el ptblico.

Considerando que existen diferencias entre fabricantes en el proceso de
fabricacién asicomo en las materias primas utilizadas, ello puede dar lugar a que
aun cuando contengan mismo principio activo, puedan existir diferencias en la
absorcién del farmaco en el organismo, es por eso que, en el afio de 1998 se publica

en México la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998 !, que establece las
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pruebas y procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable,
ademés de los requisitos a que deben estar sujetos los terceros que realicen estas
pruebas.

El Dextropropoxifeno es un farmaco analgésico y antipirético, que se encuentra en
el cuadro basico de medicamentos del Sector Salud asi como en el Catéalogo de
medicamentos genéricos intercambiables 2, A pesar de que en paises
desarrollados ( como Estados Unidos y la mayor parte de los paises de Europa ) el
empleo del Dextropropoxifeno es muy bajo, debido a los efectos secundarios que
presenta, particularmente en el uso cronico del mismo, en México se sigue
empleando ampliamente debido a su eficacia como analgésico

Considerando el interés de llevar a cabo un estudios de bioequivalencia de
productos conteniendo este farmaco, se llevd a cabo el siguiente trabajo, cuyo

objetivo fue el siguiente

OBJETIVO
Desarrollar y validar un método por cromatografia de liquidos de alta resolucién
para cuantificar Dextropropoxifeno en plasma para su aplicacién en estudios de

bioequivalencia de acuerdo a la NOM-177-SSA-1998 ¢
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CAPITULO 2
GENERALIDADES

2.1 BIOFARMACIA

La biofarmacia es el estudio de la relacidon entre las propiedades fisicas y
quimicas de un principio activo, de las de su forma de dosificacién y de la respuesta
bioldgica observada después de su administracion al ser humano o a animales. La
meta de los estudios biofarmacéuticos es utilizar esta informacion para optimizar la
respuesta biologica a los medicamentos.

Este concepto implica que los estudios biofarmacéuticos pueden aplicarse

en dos aspectos generales: A Disefio de farmacosy B Disefio de medicamentos .

A Diserfio de farmacos.
= Para determinar la eficiencia de absorcidon o fraccidon biodisponible, por
distintas vias de administracion
= Para establecer cual es la mejor via de administracién
» Para determinar la influencia de la formulacién y el proceso de fabricacion 3
* Para completar los estudios de moléculas con potencial farmacolédgico, en
aspectos talés como la evaluacién de su absorcién intrinseca, su
biotransformacioén, su solubilidad , la posible via o vias de administracion,
etcétera 4.
B Disefio de medicamentos

a) Interaccion farmaco — excipientes. Para estudiar “Las acciones mutuas entre
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la formulacioén (tipo y cantidad de excipientes) y la

tecnologia de fabricacion, que determinan las caracteristicas de un
medicamento terminado”. Es decir, la influencia de la formulacién y el
proceso de fabricacion del medicamento , sobre el proceso

de liberacién — disolucién — absorcién del principio activo que contiene.
Dentro del area de la biofarmacia, uno de los tépicos importantes es la
Disolucién, los estudios de disolucion permiten evaluar la liberacién del

farmaco a partir de la forma farmacéutica

1) Disolucién in vitro. Los estudios de disolucién in vitro, son importantes ya
que permiten establecer el perfil de disolucién del fArmaco puro (disolucién
intrinseca), asi como del farmaco ya integrado a la forma farmacéutica. El
perfil de disolucion es la cuantificacién del farmaco disuelto en funcion del
tiempo. Cuando la solubilidad de un principio activo en agua es baja
(menos de 5 mg/mL), la adecuada formulacién o eleccién de excipientes,
puede favorecer la humectacién y disolucién del principio activo. De este
modo se puede minimizar el hecho de que la disolucién del farmaco sea el
paso limitante del proceso cinético liberacién — disolucién — absorcién.
Desde un punto de vista mas practico, las farmacopeas establecen como
requerimiento de calidad (fisicoquimico), la llamada prueba de disolucién
para formas farmacéuticas sblidas como comprimidos, grageas, capsulas;
incluyendo preparaciones de liberacién controlada.

Los objetivos basicos de las pruebas de disolucion farmacopéicas son:
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1)

1999}

Comprobar que el principio activo se libere y disuelva a partir de las
formas farmacéuticas sélidas, ya que estas por si mismas, son las que
presentan las mayores dificultades de humectacién y disolucién de su
principio activo.

Establecer la repetibilidad de las especificaciones de disolucion, para
cada lote de produccién. A nivel de investigacion, no solo las formas
farmacéuticas sélidas pueden someterse a esta prueba.

En ciertos casos, los estudios de perfil de disolucién de farmacos se
emplean para la bisqueda de correlacién entre los parametros de
disolucién in vitro con parametros in vivo, lo cual ayudaria a
pronosticar cémo los cambios de formulacién o de proceso de
fabricacion del medicamento, pudieran afectar la biodisponibilidad del

principio activo

b) Medicamento y medio bioldgico. “Las acciones entre el medicamento y el

c)

medio bioldgico del lugar de administracién, que determinan los cambios del
principio activo”. Por ejemplo, la relacién entre la via de administracion y la
biotransformacién del principio activo, antes de que este llegue a la
circulacion general, es decir, el efecto del principio activo ya comentado en el

inciso de la fase biofarmacéutica y efecto terapéutico.

Interaccion farmaco — organismo. “Las acciones entre el principio activo y el
organismo, que determinan la biodisponibilidad”. Este factor puede

considerarse como la suma de los dos anteriores.
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Se debe puntualizar que “la investigacién biofarmacéutica no estudia a priori,
las propiedades farmacoldgicas intrinsecas del principio activo ni los aspectos
clinicos de la terapéutica medicamentosa”
Por lltimo, se puede decir que el objetivo final de la elaboracién de un
medicamento, es que cumpla con la Calidad Biofarmacéutica, es decir, que sea un
producto seguro, eficaz y que presente la biodisponibilidad adecuada para lograr

un 6ptimo efecto terapéutico, bajo algunas circunstancias dadas.

2.1.1 ASPECTOS GENERALES DE LOS ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD Y
BIOEQUIVALENCIA

En el siglo VI a.C., Theophrastus observé que la calidad de las sustancias de
origen vegetal, empleadas con fines medicinales estaba relacionada con el origen
geografico, variedad, edad y parte de la planta utilizada como remedio. No
obstante, a principios del siglo XIX, el concepto de calidad de un medicamento se
limitaba a la identificacién fisicoquimica de algunas sustancias. En 1938, a raiz de
la muerte de varias personas debido al empleo de dietilenglicol como disolvente
para un elixir de sulfanilamida, se gener6 en EUA la primera legislacion especifica
sobre seguridad de medicamentos. Afios después, otro grave problema, derivado
del uso de la talidomida, obligd a la revisiéon y establecimiento de una nueva
legislacion respecto a la seguridad y eficacia de los medicamentos .

En 1950, Sokolow y Edgar escribian: “En afios recientes se ha insistido en la
conveniencia de realizar estudios cuantitativos de la concentracién hematica en
relaciéon con la dosis y con el efecto terapéutico de un medicamento. Ensayos

realizados con penicilina, sulfonamidas v salicilatos, han demostrado que mediante
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estos estudios se llega a una terapéutica mas racional”.  Asi, la efectividad de la

farmacoterapia, esta en funcién de diversos factores, entre los que destacan:

A. Larelacién entre datos cuantitativos de concentracién o de cantidad de
farmaco en el organismo (y/o sus metabolitos activos), y la intensidad y
duracion del efecto o respuesta farmacolégica

B. Lacantidad de farmaco en sangre est4 regida en gran parte, por el régimen de
dosificacién aplicado; es decir, la magnitud de la dosis, nimero de ellas y los
intervalos para su administracién, cuando el firmaco se administra por via
intravascular

C. Lafraccién biodisponible, si el firmaco est4 contenido en un medicamento
cuya via de administracion es extravascular, es decir, que requiere un proceso

de absorcidn del principio activo hacia el sistema circulatorio

Actualmente, se han establecido cuatro criterios de calidad que debe cumplir
todo medicamento: identificacién del principio activo, cuantificacion del mismo,
pureza de los componentes, seguridad y eficacia del medicamento; todo lo anterior
garantizado durante el periodo 1til o fecha de caducidad de los mismos. Debido a
esto y al gran avance en las disciplinas farmacéuticas aplicadas para el 6ptimo
cuidado de la salud, el objetivo és que todo medicamento, durante su periodo 1til,
conserve su calidad biofarmacéutica, es decir, que sea un medicamento seguro,
eficaz y con biodisponibilidad adecuada u 6ptima, de acuerdo con su actividad
farmacologica. La biodisponibilidad se define como la velocidad y la cantidad con

la que el farmaco llega a la circulacién y queda a disposicion de su sitio de accién, a
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partir del medicamento en que fue administrado, para aquellos medicamentos que
no pretenden ingresar a circulacion, la biodisponibilidad se puede entender como
la cantidad y velocidad con la que un firmaco se es liberado del medicamento y
queda a disposicién de sus sitio de accion 2.

Cuando este concepto se aplica a la concepcién y desarrollo de nuevos farmacos y
medicamentos, permite una rigurosa selecciéon de la forma farmacéutica y via de
administracion, para resolver del mejor modo los problemas terapéuticos, es decir

optimizar la farmacoterapia 4.

En general se acepta que “la respuesta de los pacientes a un medicamento
puede ser variable. Esta variabilidad depende de factores tales como la gravedad de
la enfermedad y de la rapidez con que se metaboliza y excreta el medicamento, asi
como de otros factores farmacocinéticos. Sin embargo, una fuente importante y a
menudo inadvertida de variacion es la biodisponibilidad del farmaco en la forma
medicamentosa usada, es decir, la rapidez y la magnitud de su absorcién”

“Toda variabilidad inadvertida de la absorcion del medicamento (firmaco), puede
tener graves consecuencias clinicas. Las diferencias de absorcién de los
ingredientes medicinales de los productos farmacéuticos procedentes de fuentes o
lotes de produccion diferentes o preparados en distintas formas medicamentosas
también pueden dar lugar a que el paciente reciba una medicacién excesiva o
insuficiente. Existen también factores de formulacion que afectan la
biodisponibilidad de un medicamento y es esto el campo de estudio de la
Bioequivalencia 4. El término Bioequivalente puede ser aplicado a aquellos

equivalentes quimicos o farmacéuticos (medicamentos genéricos), en los cuales no
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se observa diferencia significativa en la velocidad y cantidad absorbida del farmaco,
cuando son administrados ya sea en dosis Uinica o dosis multiple bajo condiciones

similares 3.

2.1.2 RELACION ENTRE CONCENTRACIONES SANGUINEAS DE FARMACO Y
LA RESPUESTA FARMACOLOGICA

Se ha demostrado con estudios in vitro, en animales y en humanos tanto
sanos como enfermos, que existe una relacion evidente aunque compleja, entre la
cantidad de fAirmaco en el organismo y la respuesta farmacolégica obtenida. En
general, la mayor correlacion respecto a una respuesta terapéutica o toxica en una
poblacién de pacientes, es la observada entre estos efectos y la concentracion
plasmatica del fArmaco libre, ya que solo esta fraccién es susceptible de ser
transportada a otros tejidos, entre ellos el sitio de accion o biofase. Este tipo de
correlacion elimina la variacién entre los datos debida a las diferencias

interindividuales de los procesos de absorcién y eliminacién del farmaco 4.

2.1.3 NIVELES PLASMATICOS DEL FARMACO, BIODISPONIBILIDAD

En general, se acepta que existe una relacion entre los niveles plasméaticos de
farmaco y la intensidad y duracion de la respuesta farmacologica observada como
resultado de su administracién a un organismo. Una relacién directa de lo anterior,
se basa en dos supuestos o principios, los cuales en conjunto dan validez a los
estudios de biodisponibilidad que se ajustan a una farmacocinética lineal:

A. La concentracién plasmaética del farmaco esta directamente relacionada con

la concentracién en cualquier parte del organismo. Esto se logra a través de
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un equilibrio dindmico reversible, por medio de un proceso de difusion del
farmaco, entre sangre y tejidos.
B. La intensidad de la accién farmacolégica esta relacionada directamente a la

concentracion del farmaco en la biofase.

En condiciones fisiologicas normales, el primer supuesto se cumple a través
del equilibrio dinadmico establecido por la difusién reversible del fairmaco entre
sangre y tejidos, auin para principios activos que se fijan ampliamente a tejidos y
poco a proteinas plasmaticas. El segundo supuesto es cierto solo para los farmacos
que actlian reversiblemente, es decir, para aquellos cuya accién dura mientras
prevalece su presencia en el punto receptor, que es el caso de la gran mayoria de los

principios activos 4.

2.1.4 ASPECTOS GENERALES DE LOS ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD

El objetivo de los estudios biofarmacéuticos es optimizar la farmacoterapia,
a modo de proporcionar el maximo beneficio y los menores efectos adversos. De lo
anterior, se derivan los conceptos de biodisponibilidad y de bioequivalencia de los
medicamentos. La actividad terapéutica observada en un organismo después de
administrar un medicamento, es el resultado de una serie de etapas consecutivas,
las cuales estan en funcion de las propiedades tanto del férméco como de las del
medicamento y también de las caracteristicas fisiopatolégicas del organismo que
las recibe

Estas etapas son:

= Biofarmacéutica
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= Farmacocinética

=  Farmacodinamica

Las fases farmacodindmica y farmacocinética estan en funcién basicamente
de las propiedades fisicoquimicas del farmaco y del estado fisiopatolégico del
organismo; el Gnico factor externo que incide en estas etapas, es el régimen de
dosificacion. La etapa farmacocinética se caracteriza por los procesos de absorcion,
distribucidn, biotransformacion y excrecién del farmaco.

La liberacién, absorcion y llegada del fairmaco a la circulacién sistémica a
partir del medicamento en que fue administrado, es de suma importancia ya que en
general, el inicio, intensidad y duracién del efecto terapéutico, esti en funcién de la

concentracion plasmatica del farmaco activo 4 .

2.1.5 DETERMINACION DE BIODISPONIBILIDAD DE FARMACOS NUEVOS
Los estudios de biodisponibilidad de farmacos nuevos tienen como objetivos
generales:
= Para el farmaco puro, determinar cual es la mejor via de administracién, es
decir, aquella que permita obtener una adecuada biodisponibilidad. Un
farmaco que administrado por via oral estid sujeto a un alto efecto del
primer paso, ©O preéenta inestabilidad fisicoquimica por pH o por
biotransformacién en e] medio intestinal antes de alcanzar la circulacion
sistémica, no deberd ser formulado como un medicamento para

administracién oral.
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* Para determinar la influencia de diversas formulaciones y procesos de
fabricacién del medicamento, sobre la biodisponibilidad del principio activo
que contienen. Desde luego, los estudios de biodisponibilidad en los casos de
entidades quimicas nuevas, son totalmente independientes y no deben

sustituir a los estudios clinicos sobre seguridad y eficacia del producto 4.

2.1.6 DETERMINACION DE BIODISPONIBILIDAD COMPARATIVA ENTRE
MEDICAMENTOS GENERICOS (BIOEQUIVALENCIA)

Cuando se realizan estudios comparativos de biodisponibilidad entre
productos genéricos, se trata de determinar que dos o méas formulaciones son
similares, es decir, se comportan como bioequivalentes y por tanto se asume que
dichos productos pueden ser intercambiados durante el tratamiento farmaco
terapéutico en un paciente, con una razonable seguridad de que los medicamentos
por si mismos, no serdn una fuente externa adicional de variabilidad en los

resultados de la farmacoterapia 4.

2.1.7 APROBACION DE GENERICOS

Como se menciond en la introduccién, a diferencia de los estudios
necesarios para introducir un nuevo fArmaco al mercado, los
medicamentos genéricos no requieren realizar estudios preclinicos y clinicos
(Fase I y II) que establezcan su eficacia y seguridad, ya que estas han sido
previamente establecidas y documentadas durante el proceso de aprobacion del
medicamento innovador. Debido a que los productos genéricos deben ser

farmacéuticamente equivalentes y bioequivalentes al producto innovador, se
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espera que ambos productos sean también terapéuticamente equivalentes. En
otras palabras, se asume que si un farmaco a demostrado ser eficaz y seguro
después de su ingreso a la circulacion, cualquier producto que alcance las mismas
concentraciones del principio activo en el mismo tiempo que el farmaco en
comparacion, producira el mismo efecto. Es por eso que los estudios preclinicos y
clinicos (Fase I y II) no son necesarios. La FDA menciona que son productos
terapéuticamente equivalentes si:
¢ Muestran ser seguros y efectivos
¢ Son bioequivalentes y no existe algin problema conocido o algin
problema potencialmente en la bioequivalencia.
¢ Tienen un potencial similar de seguridad y eficacia
¢ Son apropiadamente etiquetados
¢ Son fabricados siguiendo los lineamientos de BPM's.
El término “terapéuticamente equivalente” se refiere solo a medicamentos
farmacéuticamente equivalentes, no a diferentes agentes terapéuticos usados para

tratar una misma condicion V.

2.2  VALIDACION
El término validacion se define como la evidencia documentada de que un
método sirve para lo que este fue diseiado. En el caso de esta Tésis, la
validacion se refiere a la evidencia documentada de que el método propuesto

sirve para cuantificar Dextropropoxifeno en plasma.
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2.3

PRINCIPIOS Y ESTABLECIMIENTOS DE VALIDACION DE METODOS
BIOANALITICOS

Los parametros fundamentales para asegurar el desempeno de un método
analitico  son: exactitud, precisién, selectividad, sensibilidad,
reproducibilidad y estabilidad

Se deben documentar de manera especifica y detallada los resultados de la
validaciéon a modo de protocolo, plan de estudio, reporte y / o PNO

En medida de lo posible, la niatriz biolégica que se utilice en la validacién
debe ser la misma que aquella en la que se vaya a cuantificar el analito
estudiado

La estabilidad del analito en la matriz biolégica desde su obtencién hasta el
tiempo de resguardo debe ser establecida preferentemente antes de realizar
el estudio.

La exactitud, precisién, reproducibilidad, respuesta y selectividad del
método, deben ser realizados con el analito en la matriz biolégica en que se
vaya a hacer el estudio. Se debe tener evidencia de que la respuesta
corresponde al analito estudiado

Para definir la relacién respuesta — concentracién se debe tener un nimero
suficiente de puntos. La relacién respuesta — concentracic’m debe demostrar
ser continua y reproducible en el rango elegido. En el caso de una relacién
no lineal el nimero de puntos debe ser mayor

Se debe validar con los parametros de precisién y exactitud la dilucién de un

valor de concentracion por encima del rango de trabajo s
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CAPITULO 3

MONOGRAFIA DEL DEXTROPROPOXIFENO

DEXTROPROPOXIFENO

Estructura molecular del Propoxifeno

@ CH3
CH3-CH2-C-0-C~ CH-CH2- N

It é
0 ' H
@ Figura 1.

Formula molecular: C22H29NQ2

CH3

N

Masa molecular: 339.5g/mol

Solubilidad: Soluble en agua, alcohol, cloroformo.

Durante este estudio se trabaj6 con clorhidrato de Dextropropoxifeno:

Férmula molecular: C22H29NQ2 - HCI

Masa molecular: 375.9 g/mol

Polvo cristalino blanco o ligeramente amarillo

Solubilidad: Muy soluble en agua y cloroformo; facilmente soluble en alcohol.
Durante el proceso de sintesis se obtienen cuatro estereoisémeros, de los cuales

solo la mezcla a-racémico tiene une actividad terapéutica: el Dextropropoxifeno
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tiene actividad analgésica, mientras que la forma levégira presenta actividad
antitusiva.
Frecuentemente se encuentra asociado a los analgésicos antipiréticos y otros anti-
inflamatorios como el acido acetil salicilico o el paracetamol, con los cuales
presenta sinergia, pero el interés de estas asociaciones es controversial 6

En Francia, la posologia usual del clorhidrato de dextropropoxifeno es de 74

a 325 mg/dia, en 3 a 4 administraciones segun la intensidad del dolor 7.

El isémero D del propoxifeno ha demostrado tener una actividad analgésica.
Para lograr ejercer esta acciéon farmacolégica, el dextropropoxifeno se une a los
receptores p de los opioides produciendo analgesia en el SNC. Este farmaco es un
excelente analgésico. La administracién de entre 90 a 120 mg de propoxifeno

iguala los efectos analgésicos de alrededor de 600 mg de 4cido acetil salicilico 8.

Absorcién, biotransformacion y excrecién

Después de una administracién oral, las concentraciones plasmaticas
maximas se alcanzan en un periodo de 1 a 2 horas. La concentracién maxima
reportada se encuentra alrededor de los 250 ng/mL. El fairmaco se distribuye
rapidamente, alcanzando concentraciones altas en higado, pulmén y cerebro. El
farmaco se une en un 80% a proteinas plasméticas. Existe una gran variabilidad
interindividual en la depuracién y por ende en las concentraciones plasméticas. La
vida media promedio del Propoxifeno en el plasma después de una sola dosis varia

entre 6 y 12 horas. La principal via metabdlica es la N-desmetilacién, lo cual da
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lugar al norpropoxifeno. La vida media del norporpoxifeno es de cerca de 30 horas

y su acumulacién con dosis repetidas resulta toxico en el ser humano 8.

Toxicidad

Por via oral, el propoxifeno tiene una potencia aproximada de alrededor del
33% respecto a la codeina para deprimir la respiracién. Las dosis moderadamente
toxicas suelen causar depresiones del SNC y respiratorio, pero con dosis alin
mayores se pueden presentar convulsiones. Se han observado también delirios,
alucinaciones, confusién y edema pulmonar. Los efectos que deprimen la
respiracién se intensifican en grado importante cuando se ingiere de manera
concurrente etanol o sedantes hipnéticos. La naloxona antagoniza los efectos

convulsivos y depresivos de la respiraciéon por el propoxifeno 8.

Tolerancia y dependencia

La interrupcién repentina del clorhidrato de propoxifeno administrado de
manera cronica (hasta 800 mg/dia durante casi dos meses) da por resultado
sintomas leves de supresién, y las dosis orales altas (300 a 600 mg) producen
efectos subjetivos que resultan placenteros para quienes fueron adictos. El farmaco
es bastante irritante en administracién intravenosa o subcutanea, de modo que el

abuso por estas vias produce lesiéon grave de venas y tejidos blandos 8.

Uso
El Dextropropoxifeno se recomienda para tratar el dolor moderado. Se

sugiere la administracion del Dextropropoxifeno en dosis de 65 mg como
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clorhidrato o 100 mg como napsilato. De manera mas comun, el Dextropropoxifeno
es dado en combinacién con aspirina o acetominofen. El gran éxito del
Dextropropoxifeno se ha dado debido a su eficacia para administrarse una vez que

previamente se ha administrado codeina 8.

Contraindicaciones

Contraindicado en pacientes con antecedentes de adiccion, tendencias
suicidas, ingestién reciente de inhibidores de la MAO, en quienes estén tomando
otros depresores del SNC y en situaciones que cursan con aumento de la presiéon
intracraneal. También esta contraindicado en pacientes con antecedentes de
cuadros convulsivos y durante el embarazo. La ingestion de dosis altas de
Dextropropoxifeno, en combinacién con otros depresores, incluido el alcohol, es
una de las causas de muerte mas frecuente por intoxicacion medicamentosa. No se
recomienda su empleo en nifios. Interactita con otros depresores del SNC
aumentando sus efectos (alcohol, benzodiazepinas, neurolépticos,
antihistaminicos, otros opioides agonistas). Aumenta el efecto hipotensor de los
antihipertensivos. El Dextropropoxifeno aumenta el efecto de los anticoagulantes
orales y sus efectos depresores sobre el centro respiratorio se ven incrementados
por los bloqueadores neuromusculares. Por el riesgo de dependencia, no se
recomienda su uso por mas de seis semanas, los antagonistas de los o-pioides, como
naloxona, revierten sus efectos y producen un sindrome de abstinencia en

pacientes que ingieren repetidamente Dextropropoxifeno 9.
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Reacciones Adversas

Frecuentes: Niusea, vomito, somnolencia y vértigo

Poco frecuentes: Intranquilidad, euforia, pesadillas, debilidad, cefaléa,
vision borrosa o doble, estrefiimiento, disminucién de la cantidad de orina o
dificultad para la miccidn, aumento de la sudoracion, boca seca, manifestaciones de

depresion respiratoria, convulsiones, reacciones alérgicas 9.

Advertencias para el paciente

No ingerir alcohol durante el tratamiento con Dextropropoxifeno, ya que su
administracion simultanea produce depresiéon profunda del SNC y riesgo de paro
respiratorio. Tampoco deben ingerirse otros depresores del SNC. Produce

tolerancia y dependencia 9.

Dosis

Dosis oral de 65 mg cada 4 a 6 horas. La dosis maxima en 24 horas debe ser

inferior a a 390 mg °.

Han sido documentados muchos casos que muestran al Dextropropoxifeno como
un medicamento peligroso. La eficacia de este medicamento es grande, sin
embargo uno de sus mayores peligros consiste en el sindrome de abstinencia que
este produce al grado de llevar a la muerte. En caso de ser necesario ingerir este

farmaco, se recomienda disminuir lentamente la ingesta diaria 8.
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En la actualidad en se encuentran en diferentes medicamentos, como se

ejemplifica en la siguiente tabla:

Tabla 1. Medicamentos conteniendo Dextropropoxifeno 1

Nombre Laboratorio Farmaco (s) Dosis

Comercial

Darvon Simple |ELI LILLY Y CIA DE | Napsilato de Dextropropoxifeno 65 mg

MEXICO
| Darvon Clorhidrato de Dextropropoxifeno |33 mg
Compuesto ELI LILLY Y CIA DE |Acido acetil salicilico 389 mg
MEXICO Cafeina
32.4 mg
‘Neopercodan RHONE - POULENC Clorhidrato de Dextropropoxifeno ﬁ65 mg
RORER Paracetamol 500 mg
Pryndal C PROD. FARM. COLLINS | Dextropropoxifeno 65 mg
Qual Clorhidrato de Dextropropoxifeno |50 mg
LAB. SILANES Diazepam 2 mg
Paracetamol
200 mg

METODOS ANALITICOS PARA LA CUANTIFICACION DE DEXTROPROXIFENO
EN PLASMA.

A la fecha existe poca informacién en la literatura acerca de métodos para la
cuantificacion de este farmaco en fluidos biolégicos.

Kunka, R. Yong, Ch. Ladik, ¢. and Bates, t. '3 desarrollaron un método que utilliza

1 mL de plasma, una extraccién en cloroformo, detecciéon a 205 nm y una columna
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uBondpak Cis en fase reversa. El método fue lineal y preciso en el rango de 40 a
480 ng / mL, con un coeficiente de variacién de no mayor que 8.9 %.

Rop, P. Grimaldi, F. Bresson, M. Fornaris, M and Viala, A. '4 utilizaron 2 ml de
sangre total, extraccién en una mezcla de dietil-eter : clorometano ( 70 : 30, v/v),
deteccién a 215 nm y una columna pBondpak C.s fase reversa. Este método fue
lineal y preciso en el rango de 50 a 1000 ng / mL, con un coeficiente de variacién
menor que 10.5 %.

Verebely, K. Inturrisi and Ch E. !5 Presentan un método desarrollado para
cromatografia de gases-liquidos utilizando 4 ml de plasma, llevando a cabo una
doble extraccion, la primera con cloro butano y la segunda con cloroformo, previa
alcalinizacion con hidréxido de sodio. Se utiliz6 una columna de 6 ft de espiral de
vidrio. Este método fue lineal y preciso en el rangode .2 a 2 ug / mL.

Margot, P. Crouch, D. Finkle, B. Johnson, J. and Deyman, M. ¢ presentan una
metodologia utilizando 1 mL de plasma, una extraccién con cloro butano previa
alcalinizacion. Este método fue lineal y preciso en el rango de 10 a 25 ng / mL con

un coeficiente de variacion de 9 %.

La mayoria de los métodos documentados mencionan una cuantificacién a partir
de plasma (como para casi todos los foirmacos), sin embargo es posible cuantificar

el Dextropropoxifeno también en orina y hasta en el cabello 17-
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CAPITULO 4

PARTE EXPERIMENTAL
4.1 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

Para seleccionar la metodologia que permitiera cuantificar el
Dextropropoxifeno en plasma, se consultaron los articulos antes mencionados. Los
articulos proporcionaron informacién que sirvié en un principio como base, sin
embargo, al encontrar algunos resultados insatisfactorios se fueron proponiendo
ideas de modo que se desarrollé un método diferente a los reportados en los
articulos.

Se estableci6 una velocidad de flujo de 1 mL/min., leyendo a una longitud de onda
de 198 nm. Se encontré una sefial bien definida sin embargo muy pequena. Revisando
articulos de determinacion Dextropropoxifeno se encontré que el material que usaban era
silanizado. Se propuso que la sefial estaba saliendo baja debido a que el farmaco se estaba
quedando adherido a las paredes de los tubos. Al no contar con material silanizado, se
opté por hacer un lavado especial en el material de trabajo. Se colocaron los tubos, pipetas
Pasteur y todo aquel material que estaria en contacto con nuestro farmaco en una bandeja
con solucién de acido nitrico al 10% con el fin de limpiar de residuos o cualquier tipo de
contaminante presente en el material. Se propuso que el farmaco estaba quedandose
adherido a las paredes del tubo debido a grupos fosfato como resultados del lavado
cotidiano del material o a algun otro tipo de contaminacién presente en las paredes del tubo

sobre todo del tipo inorganico.
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Después de lavar con 4cido nitrico los tubos se enjuagaban con abundante
agua corriente y después con agua destilada.
Con el fin de eliminar residuos grasos, contaminacién de tipo organicoy al mismo
tiempo secar bien el material previamente lavado con acido nitrico, estos fueron

enjuagados con etanol al 96%.
4.2 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

4.2.1 Materiales:
e Tubos de ensayo con tapén de rosca de 16 X 100 mm
o Pipetas Pasteur
e Bulbos para pipetas Pasteur
e Micro pipetas marca Brand
e Repipeteador marca Brand
e Vasos de precipitados de 100 y 250 mL marca Kimax
e Matraces volumétricos de 10, 100 y 1000 mL marca Kimax
e Probetas de 50 y 100 mL marca Kimax
e Tubos de ensayo de 13 X 100
e Microviales de 200 pL. Waters
e Viales de 1 mL para equipo Waters
e Tapones de plastico para viales de 1 mL Waters

e Sistema de filtracién millipore
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e Membranas para filtracion Millipore de 0.45 um tipo HA y diametro de
45 mm.

o Columna X-Terra MS C18 de 5 um. 4.6 X 150 mm, nimero de parte:
186000490.

e Precolumna Phenomenex

¢ Cartucho para precolumna Phenomenex C18 de 4 x 3.

4.2.2 Equipos e instrumentos
e Agitador Vortex Thermolyne Maxi Mix III M37615
e Micropipetas Brand Transferpette var (0.5-10 pL, 5-50 pL, 10-100 pL, 25-
250 uL, 100-1000 pL)
e Balanza analitica: Explorer E12140, E - 12140
e Bario de ultrasonido Fisher Scientific F530, FS30
e Centrifuga Refrigerada Hettich 22k, MIKRO 22R
e Sistema de filtracién Millipore 0.45 pm
e Repipeteador Brand, Handy Step
e Bomba de vacio SIEMENS
e Placa de calentamiento — agitaciéon corning PC-351

e Potencidmetro SCHOTT, CG 841

4.2.3 Cromatografo de liquidos Waters Breeze

e Detector UV-V 310 No. de serie F02487293M
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¢ Bomba binaria 1525 No. de serie Ko225P600M
e Automuestreador 717P No. de serie Ho271P438M

e Detector Fluorescencia 2475 No. de serie A034755185M

4.2.4  Reactivos
e Acetonitrilo HPLC marca Tecsiquim
e Agua HPLC marca Tecsiquim
e Aguadestilada
e FEtanol al 96% RA marca Tecsiquim
¢ Fosfato de potasio monobasico RA. marca Tecsiquim
¢ Hidréxido de sodio RA marca Tecsiquim
e FEter etilico anhidro RA marca Tecsiquim
e Acido fosférico RA marca Tecsiquim
e Metanol HPLC marca marca Tecsiquim
e Acido nitrico RA marca Tecsiquim

¢ Matriz biol6gica (plasma humano)

4.1.5 Sustancia de referencia
¢ Clorhidrato de Dextropropoxifeno
o Pureza: 100.01% BS
o Lote: 1R00034

o Procedencia: Laboratorios Diba
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4.3 PREPARACION DE SOLUCIONES REACTIVO

Solucién reconstituyente ACN: H20 (30:70 v/v)

Medir con una probeta graduada de 100 mL, 70 mL de agua grado HPLC
y vaciar el contenido en un frasco de 100 mL. Con la misma probeta de
100 mL medir 30 mL de ACN grado HPLC previamente filtrado y

agregarlo al mismo frasco donde se colocé el agua. Agitar

Solucién de Hidréxido de Sodio 1 N

Pesar 4 g de NaOH vy disolver en un volumen no mayor a 50 mL de agua
HPLC. En un matraz aforado de 100 mL, colocar aproximadamente 30
Ml de agua HPLC, posteriormente afiadir la solucién de hidréxido de
sodio. Enfriar el matraz en bafio de agua fria y llevar a volumen con agua

HPLC.

Solucién amortiguadora de fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) al
0.5%y pH=3

Pesar 5.0 g de KH2PO4 R.A. y transferirlos a un matraz volumétrico de
1000 mL. Agregar aproximadamente 450 mL de agua HPLC y agitar
hasta disolver la sal. Llevar el matraz al aforo con agua HPLC. Ajustar pH

a 3 con H2S04 concentrado.

FASE MOVIL

La fase moévil consistié en una mezcla de soluciéon amortiguadora de

fosfatos 0.5% pH=3 : ACN (62: 38 v/v)
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e Solucién de acido nitrico al 10%
Depositar en un recipiente de plastico alrededor de 400 mL de agua
destilada, adicionar 250 mL de acido nitrico, adicionar 350 mL de agua

destilada y mezclar.

4.4 PREPARACION DE SOLUCIONES, CURVAS PATRON Y PUNTOS CONTROL

Preparacion de solucién patréon de dextropropoxifeno 50 pg/mkL:
e Pesar con exactitud 0.0111 g del patrén de referencia (Clorhidrato de
Dextropropoxifeno), equivalentes a 0.0100 g de Dextropropoxifeno.
¢ Transferir a un matraz volumétrico de 10 mL
o Disolver y llevar al aforo con metanol. Agitar
Esta solucién contiene 1000 pg/mL.
e Transferir 500 pL de la solucién anterior a un matraz volumétrico de 10 mL.

e Llevar al aforo con solucién reconstituyente y agitar.

Solucién de Adecuabilidad

Transferir una alicuota de 200 pl de la solucidon patron de
Dextropropoxifeno de 50 pg/mL a un matraz de 10 mL y llevar al aforo con
solucién  reconstituyente. Esta  solucién contiene 1000 ng/mL de

Dextropropoxifeno
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Solucion Reconstituyente

Medir con una probeta graduada de 100 mL, 70 mL de agua grado HPLC y
vaciar el contenido en un frasco con rosca de 100 mL. Con la misma probeta de 100
mL medir 30 mL de ACN grado HPLC previamente filtrado y agregarlo al mismo

frasco donde se colocé el agua. Agitar
Preparacion de la curva de calibracion en solucion

A partir de la solucién de adecuabilidad preparar los puntos de la curva de

calibracién como se indica en la tabla 2.

Tabla 2. CURVA DE CALIBRACION EN SOLUCION

Alicuota (uL) de solucién de|Alicuota (uL) de solucién | Concentracion de
adecuabilidad (1000 ng/mL)|reconstituyente Dextropropoxifeno

de Dextropropoxifeno (ng/mL)

50 950 50

125 875 125

250 750 250

375 625 375

500 500 500

1000 0 1000
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Preparacion de la curva de calibracion en plasma

Transferir una alicuota de 100 ul de la soluciébn patrén de
Dextropropoxifeno de 50 pg/mL a un matraz volumétrico de 10 mL y llevar a
volumen con plasma. Esta solucién tiene una concentraciéon de 500 ng/mL de
Dextropropoxifeno. A partir de esta solucién se preparan los puntos de la curva

como se indica en la tabla 3.

Tabla 3. PREPARACION DE CURVA DE CALIBRACION DE

DEXTROPROPOXIFENO EN PLASMA

fAlicuota (pL) de solucion | Alicuota de plasma (uL) | Concentracién de|
patrén (500 ng/mL) de Dextropropoxifeno
Dextropropoxifeno (ng/mL)

50 950 25

125 875 62.5

250 750 125

375 625 187.5

500 500 250

1000 0 500
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Preparacion de los puntos control en plasma

A partir de la solucién patrén de 500 ng / mL, se preparan los puntos de control

como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 4. PUNTOS CONTROL DE DEXTROPROPOXIFENO EN PLASMA

Alicuota de  solucién | Alicuota de plasma (uL) Concentracién de
patrén de Dextropropoxifeno
Dextropropoxifeno (uL) (ng/mL)

75 925 37-5

400 600 200

950 50 475

Nota: Como se explica mas adelante en el método de extraccién, la muestra

plasmatica se evapora y se reconstituye con 150 pL de solucién reconstituyente, de

modo que la, muestra se concentra al doble. Es por eso que las concentraciones en

la curva de calibracién se encuentran al doble que las curvas en plasma.

4.5 METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE

DEXTROPROPOXIFENO EN PLASMA

4.5.1METODO DE EXTRACCION

¢ Setoman 300 pL de la muestra en plasma y se colocan en un tubo de vidrio

de 16 x 100 mm con tapén de rosca, previamente lavado con el método

mencionado al final de este numeral.
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¢ Se adicionan 100 pL de NaOH 1M a cada tubo y se agita durante 30 s en
vortex.

e Se adicionan 3 mL de éter dietilico, se tapan los tubos y se agitan durante 2
minutos utilizando un Vortex.

¢ Se centrifugan por 5 minutos a 4020 g y a —10°C.

e Secolocan en el ultracongelador ( -70 °C) durante 15 minutos.

® Se decanta la fase organica, la cual se deposita en tubos limpios y se
evapora en bafio maria.

¢ Se reconstituyen con 150 pL de solucién reconstituyente (Agua: Acetonitrilo

70 : 30) y se agitan en Vortex durante 1 minuto.

e La muestra se transfiere a microviales de 200 pLy se inyecta un volumen de
100 pL en el cromatbgrafo.
NOTA ( LAVADO DE MATERIAL) :

Tanto los tubos, matraces, puntas, pipetas Pasteur, microviales y todo aquel
material que fuera a estar en contacto con la muestra fue previamente lavado
dejandolo un tiempo no menor a 12 horas en HNO3 al 10 %, lavado con
abundante agua corriente y posteriormente agua destilada, para finalmente ser

enjuagado con alcohol etilico (96%) .

4.5.2 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
e Fase movil: Solucidn amortiguadora de fosfato de potasio monobasico
(KH2PO4) 0.5%,

pH=3 : Acetonitrilo (62:38 % v/v)
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Velocidad de flujo: 1 mL/min

Atenuacion: 0.5 AUFS

Longitud de onda: 198 nm

Temperatura : Ambiente

Columna: Columna Xterra Ci8 MS. Tamaiio de particula 5 pm
4.6 x 150mm Watters, nimero de parte: 186000490.

Precolumna: Phenomenex C18

Volumen de inyeccién: 100 pL

Tiempo de corrida: 9 minutos
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CAPITULO 5

VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Para evaluar la confiabilidad del método se siguieron los lineamientos que

marca la NOM 177 ' que se describen a continuacion:

5.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA
Se prepararon 3 curvas en solucién, en el rango de concentracion de 50 a 1000
ng/mL. A partir de los resultados de 4rea se calculé la pendiente, la ordenada al

origen y el coeficiente de correlacion. 1.

5.2 LINEALIDAD DEL METODO

Para evaluar la linealidad del método, se prepararon 3 curvas de calibraciéon en
plasma asi como un blanco de plasma. Las muestras se procesaron de acuerdo al
método propuesto y se inyectaron al cromatografo. Para cada curva de calibracion
se determind el 4rea, se determiné el modelo matematico a utilizar para establecer
la relacion concentracion — respuesta, y se determiné la pendiente (m), la ordenada

al origen (b) y el coeficiente de correlacion (r).
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5.3 PRECISION DEL METODO

5.3.1 Repetibilidad del método

La precisién del método se evalud con los pardmetros de repetibilidad y
reproducibilidad. Para determinar la repetibilidad del método, se prepararon por
quintuplicado los puntos control bajo, medio y alto (37.5, 200 y 475 ng/mL) y se
determiné la concentracion recuperada interpolando el valor de las areas en una
curva de calibraciéon preparada como se indica en la linealidad del método. Con
estos datos se calculd el coeficiente de variacién de las concentraciones

recuperadas?

5.3.2 Reproducibilidad del método

La reproducibilidad del método se determiné con puntos control preparados
por duplicado en 3 dias continuos de trabajo por un analista. Se calculd el
coeficiente de variaciéon y la desviaciéon absoluta de sus resultados.
El mismo procedimiento lo realizé un segundo analista y se compararon los
resultados obtenidos por ambos analistas utilizando el programa Statgraphics

Plus .

5.4 Exactitud del método

La exactitud del método se determind a partir de los datos de repetibilidad,
determinando la desviacién absoluta del valor promedio de las concentraciones
experimentales de cada nivel, con respecto a la concentraciéon nominal de la

muestra, empleando la siguiente férmula:
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% Desviacion absoluta = Conc. Nominal — Conc. Recuperada X 100

Concentraciéon nominal

5.5 Recobro absoluto

Se prepararon 2 curvas de calibracién una en plasma y otra en solucién. Las
muestras plasmaticas se procesaron e inyectaron de acuerdo al método propuesto,
en tanto que las muestras en solucién se inyectaron directamente al cromatégrafo.
El recobro se determiné mediante la relacién de las areas obtenidas en plasma con

las obtenidas en solucién .

El por ciento de recobro se calculé con la siguiente férmula:

% De Recobro = Respuesta en plasma X 100
Respuesta en solucion

5.6 LIMITE DE CUANTIFICACION
El limite de cuantificacién se determiné preparando por quintuplicado la
concentracién méas baja de la curva de calibracién y con los datos obtenidos se

calcul6 la precision y exactitud 1.
5.7 LIMITE DE DETECCION

El limite de deteccidn se establecié como la concentracién a la cual la senal

del compuesto en la matriz biol6gica es tres veces mayor que la sefal del ruido .
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5.8 SELECTIVIDAD

Para evaluar la selectividad del método se prepararon muestras de plasma
adicionadas con: paracetamol, naproxeno sédico, cafeina, acido salicilico, acido
acetil salicilico, EDTA dis6dico y heparina. Ademas de que se analizé una muestra
blanco de plasma hemolizado. Para que el método cumpla con esta prueba, no

deben existir interferencias en el tiempo de retencion del Dextropropoxifeno!

5.9 ESTABILIDAD
Las pruebas de estabilidad se llevaron a cabo para demostrar que el
dextropropoxifeno conserva sus propiedades en el plasma durante su manejo,

almacenamiento y procesamientol.

5.9.1 Estabilidad en ciclos de congelacién — descongelacion

Para comprobar que la muestra es estable durante el proceso de
congelacién-descongelacion, se prepararon 2 series de puntos control, los cuales
se sometieron a dos ciclos de congelaciéon — descongelacién. Al final de cada ciclo se
determiné la cantidad de Dextropropoxifeno recuperada y la exactitud y precision

de los valores obtenidos calculando el por ciento de desviaciéon absolutat

5.9.2 Estabilidad a temperatura ambiente
Para realizar esta prueba se prepararon 2 series de puntos control los cuales
se mantuvieron a temperatura ambiente y se procesaron e inyectaron a las 26 horas

de permanecer a esta temperatura!.
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5.9.3 Estabilidad de la muestra procesada

Se prepararon 2 series de puntos control y se procesaron de acuerdo a la
técnica descrita. Se mantuvieron en la solucién de inyeccién dentro del
automuestreador ( Temperatura ambiente ) y se inyectaron después de 12 y 24
horas. Para cada uno de los tiempos se calculd la concentracién recuperada y se

evalud la exactitudv.

5.9.4 Estabilidad de la muestra evaporada en congelacién

Esta prueba se realiz6 procesando 2 series de puntos control de acuerdo al
método propuesto. Una vez evaporadas las muestras, se colocaron en el
ultracongelador ( -70 ° C ) y se inyectaron en el cromatégrafo al dia siguiente. Se

determiné la precisién y exactitud:.

5.9.5 Estabilidad a largo plazo

Para esta prueba se prepararon 2 series de puntos control de
dextropropoxifeno en plasma, las cuales se almacenaron a -70C . Las muestras se
analizaron a los 16, 30 y 66 dias empleando el método descrito en los puntos 3.4.5y
3.4.2. Los resultados se compararon contra valor nominal. Para cada tiempo se

determino la exactitud y precision .

5.9.6 TOLERANCIA
Se evalud la tolerancia del método alterando 2 condiciones. La primera fue la
modificacién de pH de la fase mévil de 3 a 3.5. La segunda modificacion fue el

volumen de NaOH adicionado de 100 a 200 L.
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CAPITULO 6
RESULTADOS

Los resultados de la validacion fueron los siguientes.

LINEALIDAD DE SISTEMA

Para realizar la cuantificacion de dextropropoxifeno se utilizé, como medida
de respuesta el valor de drea. En la tabla 4 se presentan los resultados de la
linealidad y precisiéon del sistema. Se encontré que el mejor modelo al cual se
ajustaban los datos era la relacion log concentracion —log respuesta, por lo cual
todos los calculos estan expresados en esta relacion. En la figura 4 se presenta la

grafica correspondiente a la linealidad.

oo :
£
o ‘_ i
im+ 5.1 ‘ ; il'. &
:1;_ J Ik..“__ . f J N2 fl \ SO W P S N
s i

Figura 1. Cromatograma de Dextropropoxifeno en selucién y en plasma. Concentracién 500ng/mL
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Figura 3. Cromatogramas de Dextropropoxifeno en solucién. Concentracion 500ng/mL

Pégina 39 de 64



Tabla 5. Linealidad de sistema para la cuantificacién de dextropropoxifeno.

50 1.398 4.467 4477 | 4484 | 4476 | 0.009 | 0.194

125 1.796 4.897 4.900 4.906 4.901 | 0.005 | 0.098
250 2.097 5.214 5.214 5.212 5.213 | 0.001 0.021
375 2.273 5.403 5.404 5.398 5.402 | 0.003 | 0.064
500 2.398 5.511 5.509 5.509 5.510 | 0.001 | 0.024
1000 2.699 5.805 5.816 5.814 5812 | 0.006 | 0.096
global

r 0.9995 0.9997 0.9998 0.9997 | 0.0002 | 0.9897

m 1.032 1.029 1.021 1.0276 | 0.0056 | 1.0276

b 3.038 3.048 3.065 3.0506 | 0.0138 | 3.0506

LINEALIDAD DE SISTEMA
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Figura 4. Linealidad de sistema para la cuantificacién de Dextropropoxifeno

LINEALIDAD DEL METODO

En la tabla 6 se presentan los parametros de linealidad (r, m y b) obtenidos para las
curvas preparadas en plasma, mientras que en la figura 5 se presenta la grafica de
log de concentracién vs log de la respuesta en el intervalo de concentracion de 25 a

500 ng/mL.
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Tabla 6. Linealidad de método analitico para la cuantificacion
dextropropoxifeno en plasma
C. Nominal|Log. Conc. |Log. Resp 1|Log. Resp 2|Log. Resp 3 I
25 1.398 1.392 1.400 1.448 [
62.5 1.796 1.804 1.802 1.752
125 2.097 2.102 2.105 2.046
187.5 2.273 2.285 2.246 2.278
250 2.398 2.373 2.393 2.409
500 2.699 2.705 2.715 2.728
Promedio Global
Curva 1 Curva2 | Curvad
r 0.9996 0.9995 0.9963 0.9984 0.9971
m 0981 | 0930 | 0.932 0.948 1.0400
b 3026 | 3119 | 3145 3.097 -6.1098
LINEALIDAD DE METODO
_ 290 -
2 270+ 3
g
2 250+ . /
é 230 4
£ 210 ——C1 |
§ 1.90 - | —a—C2
S 1.70 - | Cc3 |
8 150 /
1.30 < —— -— r v ' r -
130 150 170 190 210 230 250 270 290
iog B i diioned

Figura 5. Linealidad de método analitico para la cuantificacién de Dextropropoxifeno en plasma.
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Los resultados de precision y exactitud se presentan en la tabla 7

Tabla 7. Precisiéon y exactitud de método

TABLA DE COMPARACION

Concentracion Nominal

25 | 625 | 1258 | 1875 250 500
Concentracion Recuperada (ng/ mL )
24,7 63.6 126.4 192.9 236.3 506.6
251 63.4 127.4 176.3 247 1 518.3
28.0 56.5 1111 189.8 256.2 534.7
Promedio 25.9 61.2 121.6 186.3 246.5 5199
esviacion estandar 1.8 4.0 9.1 8.8 10.0 14.1
%Coeficiente de
variacion 71 6.6 7.5 4.7 41 2.7
%Desviacion
absoluta -3.7 2.4 2.7 0.6 14 4.0
PRECISION

En la tabla 8 se presentan los resultados de precision y exactitud del método al

analizar los 3 puntos de control por quintuplicado.

Tabla 8. Repetibilidad del método analitico para la cuantificacion del

Dextropropoxifeno

1 41.0 190.2 472.4
2 34.7 189.7 519.0
I 3 343 185.3 520.4
' 4 347 190.0 477.5
5 37.7 185.4 488.3
Promedio 36.5 188.1 495.5
Desviacion Estandar 29 25 228

% Coeficiente de variacion 8.0 1.3 46
% Desviacion Absoluta 27 59 -4.3

MCB : Muestra de control bajo

MCM: Muestra de control medio

MCA: Muestra de control alto
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REPRODUCIBILIDAD
En las tablas 9 y 10 se presentan los resultados de reproducibilidad del método, al
ser analizados por dos analistas diferentes en dias diferentes.

Tabla 9. Reproducibilidad interdias del 1er. Analista

1 36.22 198.62 446.15

1 2 36.39 204.47 472.36

1 40.14 221.87 407.19

2 2 38.84 207.75 372.91

1 41.04 190.18 472.37

3 2 34.71 189.74 519.03

Promedio 37.89 202.11 448.34
Desviacion estandar 2.49 12.13 52.04
%Coeficiente de variacion 6.57 6.00 11.61

% Desviacion absoluta -1.04 -1.05 5.61

MCB : Muestra de control bajo
MCM: Muestra de control medio
MCA: Muestra de control alto

Tabla 10. Reproducibilidad interdias del 2do. analista

1 39.58 188.36 489.06
1 2 37.19 186.36 467.78
1 37.38 184.68 502.53
2 2 31.93 176.19 507.03
1 36.08 185.05 482.48
3 2 37.00 195.83 476.51
Promedio 36.53 186.08 487.57
Desviacion estandar 2.53 6.34 15.13
%Coeficiente de variacion 6.93 3.41 3.10
% Desviacién absoluta 2.60 6.96 -2.65
MCB : Muestra de control bajo

MCM: Muestra de control medio
MCA: Muestra de control alto
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En la tabla 11 se presentan los resultados promedio de reproducibilidad del método
analitico, al analizar Dextropropoxifeno en dias diferentes y por dos analistas

diferentes

Tabla 11. Tabla de reproducibilidad entre analistas en los 3 dias.

Promedio | ' 104.1 468.0

Desviacidén Estandar 25 12.5 419
% Coeficiente de Variacion 6.7 6.4 9.0
% Desviacion Absoluta 0.8 3.0 1.5

MCB : Muestra de control bajo
MCM: Muestra de control medio
MCA: Muestra de control alto

RECOBRO ABSOLUTO

La tabla 12 se muestran los resultados de porcentaje de recobro de

dextropropoxifeno en plasma

Tabla 12. Recobro absoluto de dextropropoxifeno en plasma

78802 62350 79.1

62.5
125 163619 122239 747
187.5 252861 185051 732
250 324467 225749 69.6
500 638870 476915 747
Prom 743
%CV 4.6
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LIMITE DE CUANTIFICACION
La tabla 13 muestra los valores de concentracién recuperada al analizar la
concentracién de 25 ng/mL asi como el célculo del coeficiente de variacion y la

desviacion absoluta.

Tabla 13. Célculo del limite de cuantificacién

25 28664 1.40 4.46 1.43 26.94

[ 25 26109 1.40 4.42 1.39 24.53
25 28438 1.40 4.45 1.43 26.73
25 26329 1.40 4.42 1.39 24.73
25 23770 1.40 4.38 1.35 22.31
Promedio 25.05
Desviaciéon Absoluta 1.89
% Coeficiente de Varicion 7.53
% Desviacion Absoiuta -0.19
LIMITE DE DETECCION

Se encontré que la concentracion a la cual la sefial equivalia al triple valor del nivel

de ruido era la equivalente de 10 ng/mL.

SELECTIVIDAD

A continuacién se presentan los cromatogramas obtenidos con a) blanco de

plasma, b) plasma adicionado con dextropropoxifeno 25 ng/mL, ¢) plasma
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hemolizado, d) plasma adicionado con paracetamol, e) plasma adicionado con
naproxeno soédico, f) plasma adicionado con cafeina, g) plasma adicionado con
acido salicilico, h) plasma adicionado con A4cido acetilsalicilico, i) plasma
adicionado con EDTA disédico y j) plasma adicionado con heparina. Se puede
observar que ninguno de ellos interfiere en la sefial cromatografica de

dextropropoxifeno.

0.0 g
2o }
o e
o0 eba
Figura 6.
a) Blanco de plasma
om . 2
. | :
2 [ 3] 1 4
¢ ok
[ 2=} >0a ada (¥ 3 oo
W i,
Figura 7.

b) Plasma adicionado con dextropropoxifeno 25 ng/mL

Pagina 46 de 64



.,'.l. =3k 4.1‘:'":',.‘.'_"_‘_‘:: ll‘h'r- —
e o ™ am
Bl

1 I 1
o)
| i
i 1
[
%" ' Lil" - S JI“"'-\-- — -
— I-h- L] ;;;' 1-'—-"!-'"-“1'—‘1"+-1-‘—]
s
Figurs uz

) Masma adicionado con naproxenc sodico

Pigina 47 de 6



" | 5

1

th  Tam’ T ae’ e’

f) Masma adicionado oon caleing

Bl -

a0

- |+'

4
-
g ge——

aoa ot hf_-n ...*1_- .fllql - e
1 l-h1 _‘!Ei —:f: : -r."':;a—
s
Figia i3

gl Plasmia adicionado con dcido salicllico

hi Plasma adicionsdo con deido scetilsalicilico

Pigina 48 de by

I —



0.2q |

J
a.15] I

8
f
2o ‘
0.06 ’ _
i1 h
M e e
T T

Figura 14.

i) Plasma adicionado con EDTA disédico

* I T

2 ]
1.00- '
aoal— , DA, e
N 200 400  eta "800
i
Figura 15.

j) Plasma adicionado con heparina

Pagina 49 de 64



PRUEBAS DE ESTABILIDAD
En las tablas 14 — 18 se presentan los resultados obtenidos de las pruebas de
estabilidad.

Tabla 14. Estabilidad de la muestra en ciclos de congelacion — descongelacion

CICLO 1

375 200 475
Concentracién Recuperada 334 190.3 483.2
(ng /mL) 35.5 175.2 491.4
Promedio 345 182.8 487.3
% Coeficiente de Variacion 4.3 5.8 1.2
% Desviacion Absoluta 8.1 8.6 -2.6
CICLO 2
Concentracién Recuperada 37.6 179.7 501.5
(ng/mL) 37.0 196.7 443.1
Promedio 37.3 188.2 472.3
% Coeficiente de Variacion 1.2 6.4 8.7
% Desviacién Absoluta 0.5 5.9 0.6

MCB : Muestra de control bajo
MCM: Muestra de control medio
MCA: Muestra de control alto

Tabla 15. Estabilidad de la muestra a temperatura ambiente

38.0 490.6

: 2136
C. Rechpevada Cng /ol —y 215.2 523.2
Promedio 376 214.4 506.9
% Coeficiente de variacion 1.7 0.5 4.5
% Desviacion Absoluta 0.2 7.2 6.7

MCB : Muestra de control bajo
MCM: Muestra de control medio
MCA: Muestra de control alto
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Tabla 16. Estabilidad de la muestra procesada

420 173.8 463.3
Chdaparads gl ik ) =rg 188.6 457.0
Promedio 41.0 181.2 460.2
% Coeficiente de variacion| 34 5.8 1.0
%Desviacion Absoluta -9.4 94 31

40.2

C:Reouperada (ng/{ ) [—a35 196.1 409.1

Promedio 40.7 205.7 467.4

% Coeficiente de variacion| 19 6.6 17.6
%Desviacion Absoluta -8.6 -2.8 1.6

MCB : Muestra de control bajo

MCM: Muestra de control medio

MCA: Muestra de control alto

TABLA 17 Estabilidad de la muestra evaporada almacenada a —70°C.

C. Recuperada (ng /mL )

37.5 209.2 508.3
Promedio 38.5 214.3 5241

% Coeficiente de Variacion 39 3.4 4.3
% Desviacion Absoluta 2.7 7.2 -10.3

MCB : Muestra de control bajo

MCM: Muestra de control medio

MCA: Muestra de control alto
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Tabla 18 Estabilidad a largo plazo

T =16 DIAS

372 171.0 477.4
C.Recuperada (ng/ mL) 36.0 180.6 2643
Promedio 36.6 175.8 470.8
%Coeficiente de Variacion 23 3.9 20
%Desviacion Absoluta 2.4 12.1 0.9
T =30 DIAS
36.0 194.0 455.1
C.Recuperada (ng/ mL) 38.0 1857 2555
Promedio 37.0 189.8 455.3
%Coeficiente de Variacion 4.0 3.1 0.1
%Desviacion Absoluta 1.3 5.1 4.1
T =66 DIAS
422 2241 461.1
C.Recuperada (ng/ mL) 228 2222 2902
Promedio 425 2232 475.7
%Coeficiente de Variacion 1.0 0.6 4.4
%Desviacion Absoluta -13.3 -11.6 0.2

MCB : Muestra de control bajo
MCM: Muestra de control medio
MCA: Muestra de control alto

TOLERANCIA

A continuacion se presentan los resultados de la tolerancia al cambiar el pH de la

fase moévil de 3 a 3.5y el volumen de NaOH agregado a la muestra de 100 a 200 pL.
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Tabla 19. Tolerancia del método para cuantificar dextropropoxifeno en plasma

L
F
i

351

196.3

5325

C. Recuperada ( ng/ mL ) ) 1945 2975
Promedio 34.6 195.6 5123
%Coeficiente de Variacion
Buffer pH = 3.5

A 36.0 2184 505.6

C. Recuperada ( ng/mL) 35.0 2207 5006

Promedio 35.5 219.6 507.6
%Coeficiente de Variacion 1.8 0.7 0.6
%Desviacion Absoluta -2.5 -12.2 0.9

200 pl. NaOH 1 N

. 420 202.1 518.8

C. Recuperada (ng/ mL ) 370 2942 24402

Promedio 39.5 2131 479.5
%Coeficiente de Variacion 9.0 7.3 11.6
%Desviacién Absoluta -14.0 -9.0 6.4

MCB : Muestra de control bajo

MCM: Muestra de control medio

MCA: Muestra de control alto
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CAPITULO 7.

ANALISIS DE RESULTADOS

7.1 VALIDACION DEL METODO

7.1.2 Linealidad de sistema
La figura 4, muestra las 3 curvas obtenidas en solucién, observandose una
respuesta similar en cada nivel de concentracién. La tabla 5 muestra un coeficiente

de correlacién mayor de 0.99 en las 3 curvas .

7.1.3 Linealidad de método
Como se puede observar en la tabla 6 y en la figura 5, el método fue lineal en
el intervalo de concentracién de 25 a 500 ng/mL. En todos los casos, el coeficiente

de correlacién fue mayor a 0.99 1.

7.1.4 Precisién y exactitud de método

Como se puede observar en la tabla 7 los valores del coeficiente de variacién
fueron menores que el 10 %, lo cual indica que no hay dispersion significativa entre
los puntos preparados. Al determinar el nor ciento de desviacion absoluta, el valor
mas alto encontrado a lo largo del rango de trabajo fue de 4.0 . Dado que el criterio
de aceptacién es de no mas del 20 % en la concentracién mas baja y no mas del 15%
en el resto del rango de trabajo, el método desarrollado es lineal y preciso en el

rango de concentraciones estudiado.
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7.1.5 Repetibilidad del método

En la tabla 8 se puede observar que la dispersién entre los puntos de
concentracién (bajo, medio y alto) en las cinco réplicas es minima, el coeficiente de
variacién mas alto se encontré en la concentraciéon baja, sin embargo un valor de
8.0 % es un valor bajo. Dado que el criterio menciona un valor no mayor al 15% de

coeficiente de variacién, el método es preciso.

7.1.6 Reproducibilidad del método

Al analizar los resultados de reproducibilidad ( Tablas 8 y 9 ), se encontré
que, para el analista 1, el coeficiente de variacién méximo fue de 11.61%, y la
desviacién absoluta, fue de 5.61 %. mientras que del analista 2, el coeficiente de
variacién maximo fue de 6.93 % en la concentracién baja y la desviacién absoluta
mayor fue de 6.96, encontrada en el control medio.

De los resultados de reproducibilidad obtenidos con 2 analistas, en dias
diferentes péro en el mismo laboratorio (Tabla 10 ), se encontré que en los 3 dias
de trabajo la concentracién recuperada fue semejante.

Al analizar los resultados, de ambos analistas en los diferentes dias de
trabajo se encontrd que el maximo valor del coeficiente de variacion fue de 8.95 lo

cual indica que no hay una variacion significativa entre los dos analistas tomando
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en cuenta que el criterio que pide la norma (NOM-177) es un coeficiente de

variacién menor al 15% 1.

Con el fin de determinar si existian diferencias estadisticamente
significativas entre los analistas durante los 3 dias de trabajo, se llev6 a cabo un

andlisis de varianza utilizando el programa StatgraphicsPlus.

Los resultados se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 20 Anélisis de varianza para evaluar la reproducibilidad del método analitico

entre los analistas en 3 dias de trabajo.

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
ANALISTA 5.92165 1 5.92165 0.37 0.5748
DIA (ANALISTA) 63.6605 4 15.9151 0.23 0.9216
Residual 2111.43 30 70.3809

Total (corrected) 2181.01 35

Se puede observar que el valor de P tanto para los analistas como para los dias en
que ellos trabajaron es mayor que 0.05. Este valor fue nuestro criterio de rechazo
de la hipétesis nula ( Existe diferencia en 3 diferentes dias de trabajo y entre los

analistas ).
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Las siguientes figuras muestran la comparacién de las medias obtenidas entre los
analistas y entre los 3 dias de trabajo tomando el recobro porcentual de los

resultados de los puntos control

Means and 95.0 Percent LSD Intervals
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Figura 16. Reproducibilidad entre los 2 analistas
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Figura 17. Reproducibilidad eotre los 3 dias de trabajo

Es posible observar en las dos figuras anteriores que las medias de comparacién se
interceptan indicAndonos precisién en los resultados tanto en la comparacion de

los analistas como en los dias de trabajo
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7.1.7 Recobro
Los resultados de la tabla 7 muestran que el recobro de dextropropoxifeno vari6
entre 69.6 y79.1 %. El coeficiente de variacion fue de de 4.62%, se encontré que a

lo largo de todo el rango de trabajo el recobro es constante.

7.1.8 Selectividad
Como se puede observar en las figuras 6 al 15, no se observa ninguna
interferencia en el tiempo de retencién del Dextropropoxifeno, dandole asi,

confiabilidad a la cuantificacién de este.

7.1.9 Estabilidad de la muestra en ciclos de congelaciéon — descongelacion

De los resultados que se presentan en la tabla 14 se puede observar que al
someter la muestra a 2 ciclos congelacién descongelacién ( Congelacion a —70°C y
descongelacién a temperatura ambiente ) el valor mas alto de la desviacién
absoluta fue de 5.9, encontrado lo cual indica que el dextropropoxifeno es estable

bajo estas condiciones.
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7.1.10 Estabilidad de la muestra a temperatura ambiente.
La tabla 15 nos permite ver que la muestra plasmatica conteniendo
dextropropoxifeno es estable a temperatura ambiente durante 26 horas, lo cual es

tiempo adecuado para llevar a cabo la extraccion de las muestras.

7.1.11 Estabilidad de la muestra procesada
La tabla 16 muestra un valor maximo de 9.4 de desviacién absoluta,

indicando una confiabilidad de la estabilidad de la muestra en automuestreador

por 24 horas a temperatura ambiente.

7.1.11 Estabilidad de la muestra evaporada almacenada a —70 °C.

En la tabla 17, se observa que el valor maximo encontrado en la desviacién
absoluta fue de 10.3. Ya que la norma menciona un valor maximo del 15% , se pude
decir que la muestra se puede almacenar evaporada a —70°C por un tiempo de 24

horas con la confiabilidad de que esta mantiene sus propiedades.

7.1.12 Estabilidad a largo plazo

Al analizar los resultados de estabilidad a largo plazo, (tabla 18) se encontré
que todos los valores se encuentran dentro del 15 % del valor nominal de
concentracion, lo que indica que las muestras mantienen su concentracion y

pueden ser analizadas confiablemente almacenadas a —70°C hasta 66 dias después.

7.1.13 Tolerancia H%‘TA 'TESE(; \* O <
OE LA BIBL jO TR (-,
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De los resultados de la tabla 19 se observa que al modificar el pH de la
solucién amortiguadora de fosfatos, de 3 a 3.5 el por ciento de desviacion absoluta
fue menor que 12.5 %. La segunda modificaciéon fue el volumen de NaOH agregado
que, se aumento6 de 100 a 200 pL. En la misma tabla se muestra que el valor de la
desviacién absoluta mayor se encontré en el control bajo (14 %). Ya que la norma
indica un maximo de 15 %, se puede decir que el método no se ve afectado por
ligeras variaciones en el pH del Buffer o la cantidad de hidréxido de sodio agregada

a la muestra.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES

Se desarrollé un método por cromatografia de liquidos para cuantificar

Dextropropoxifeno en plasma.

El método requiere de 300 pL de plasma, alcalinizar con NaOH, una

extraccién con 3 mL de éter y 100 pl de hidréxido de sodio y un flujo de 1 mL/min,

198nm y 0.5 AUFS como condiciones cromatograficas

El método es selectivo ya que como se puede observar en los cromatogramas

de la prueba de selectividad, los farmacos analizados ( que son comdnmente

utilizados) no presentan interferencia en la sefal del Dextropropoxifeno

El método desarrollado demostré ser lineal en el rango de concentraciones de 25 a

500 ng/mL, reproducible y selectivo

Las muestras se mantienen estables durante 66 dias.

El método desarrollado puede ser empleado en estudios

biodisponibilidad, bioequivalencia o farmacocinética
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